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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Viren

Viren sind infektitse Partikel ohne eigenen Stoffwechsal, die fur ihre Vermehrung
auf eine Wirtszelle angewiesen sind. Die Erbsubstanz der Viren besteht aus DNA
oder RNA, diein einer Proteinhille, dem Capsid verpackt ist. Das Viruspartikel heif3t
Virion. Besitzt es mehr als eine Hille, so wird die aul3erste Hullschicht separat be-
nannt und die innere mit der Nucleinsaure zusammen als Nucleocapsid bezeichnet.
Der Grad der Abhéngigkeit des Virus vom Wirtsorganismus variiert mit der Grof3e
des Genoms und der Anzahl der codierten Proteine. Das mit 190 kb sehr grof3e Ge-
nom der Vacciniaviren codiert beispielsweise fir eine DNA-Polymerase und eine
Ribonucleotid-Reduktase - Enzyme, die zur weitgehend wirtsunabhéngigen DNA-
Replikation des Virus beitragen. Die meisten Viren sind dagegen zur Replikation
vollstandig auf den Wirt angewiesen.

Viren sind so vielféltig wie die Organismen, die sie infizieren. Virustaxonomie ist
deshalb sehr komplex und umfaldt Krankheitssymptome, Wirtsorganismen (Tiere,
Pflanzen, Pilze, Bakterien), Morphologie, Genomstruktur, Proteinzusammensetzung
und diagnostische Merkmale wie Antigeneigenschaften und Gewebespezifitét. Das
Internationale Komitee fur Taxonomie der Viren (ICTV) geht davon aus, dal? etwa
500-1000 Merkmale benutzt werden muften, um eine Virusart umfassend zu be-
schreiben (fir eine Ubersicht des taxonomischen Systems s. Francki et al. 1991, ak-
tuelle Informationen gibt die Homepage des ICTV, 5.2). Das taxonomische System
beschrankte sich bisher auf die Ebenen Art, Gattung, Subfamilie und Familie. Jedoch
werden mit neuen Methoden zunehmend Verwandtschaftsbeziehungen zwischen
Virusfamilien mit unterschiedlichster Wirtsspezifitdt und Pathogenitét aufgedeckt, so
dal3 inzwischen die Einfuhrung familientbergreifender Ordnungen diskutiert wird.
Beispielsweise deuten Ubereinstimmungen in Capsidarchitektur und Struktur der
Hullproteine von Bakteriophage PRD1 und Adenovirus Typ2 auf einen gemeinsa

men evolutiondren Ursprung dieser Viren hin (Benson et al. 1999).
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1.2 Chlordlaviren

Berichte Uber virusdhnliche Partikel (VLP) in elektronenmikroskopischen Aufnah-
men von Algen finden sich in der Literatur seit den spéten funfziger Jahren. Eine
Infektion gesunder Algenkulturen mit isolierten VLPs gelang in der Regel nicht, da
das Partikelvorkommen insgesamt sehr gering war und die Wirtsalgenspezies oftmals
nicht in Kultur vorlagen. Chlorellaviren (Abbildung 1A, B) gehtren zu den wenigen
bisher isolierten Algenviren, die sich im Labor vermehren lassen (Kawakami & Ka-
wakami 1978, Meints et al. 1981, Van Etten et al. 1982). Ihr Wirt, die einzellige
Grunalge Chlorella sp., lebt a's Endosymbiont in Paramecium bursaria, einem Pan-
toffeltierchen. Die Alge kann aus dem Symbioseverband isoliert werden und ist dann
—im Gegensatz zu vielen anderen Exsymbionten —im Labor kultivierbar. Analog zu
Methoden der bakteriellen Virologie kbnnen sie sogar auf Agarose-haltigen Medien
ausplattiert werden und bilden dort einen dichten , Algenrasen”. Virusinfektionen
erscheinen auf den Platten als helle Lysehtfe (Plagques). Solche Plattentests kénnen
z.B. eingesetzt werden, um verschiedenen Wirtsalgen- und Virusisolate auf ihre
Kompatibilitdt zu prifen oder die Wirkung von Inhibitoren zu testen, die dem Medi-

um zugesetzt werden.

Chlorellaviren wurden bereits in allen Teilen der Welt isoliert (Zhang et al. 1988;
Yamada et al. 1993; Van Etten & Meints 1999) und sind trotz ihrer weiten Verbrei-
tung ein Sonderfall unter den pflanzenpathogenen Viren. Sie gehéren zu der sehr
kleinen Gruppe der DNA-Pflanzenviren und sind mit einem Capsiddurchmesser von
ca. 150 nm und einer Genomgrofde von dber 300 kb ungewoéhnlich grof3. Thr iko-
saedrisches Capsid besteht aus einer aul3eren Glykoproteinschicht und einer internen
Membran (Ubersicht in Van Etten & Meints 1999).

Der Infektionsmechanismus der Chlorellaviren ist unter Pflanzenviren bisher einma-
lig: Die Wand der Wirtszelle wird durch ein viruseigenes Enzym lokal aufgel6st und
die DNA in die Zelle entlassen (Abbildung 1C). Das Capsid bleibt an der Zellober-
flache zuriick (Meints et al. 1984). Normalerweise infizieren Pflanzenviren ihren
Wirt Uber tierische Vektoren oder Lasionen der Blattoberfléche - Zellen mit intakter
Zellwand werden nicht infiziert. Das Viruspartikel wird durch Endocytose als kom-

plettes Capsid von der Wirtszelle aufgenommen.
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Abbildung 1: Chlorellaviren

(A) Eine Chlorella-Zelle mit angehefteten Viruspartikeln. Balken entspricht 1 pum.
(B) Chlorellaviren auf der Zelloberflache. Balken entspricht 10 nm. (C) Ein Chlo-
rellavirus dringt in eine Wirtszelle ein: Ein Viruspartikel nahert sich der Zelloberfl&
che (1); nach Anheften beginnt die lokale Lyse der Zellwand (2 + 3); dievirdle DNA
wird in den Wirt entlassen (4); ein leeres Capsid bleibt an der Zelloberflache zurtick
(5). Auch isolierte Zellwénde werden lysiert, alerdings entlassen die Viren dann
keine DNA (6). Die isolierten Zellwande rollen sich einwérts, das Anheften der Vi-
ruspartikel findet stets an der Aul3enseite statt (Meints et al. 1984). Die Aufnahmen
wurden mit freundlicher Genehmigung der Homepage ,World of Chlorella
Viruses‘ von J.L. Van Etten entnommen (5.2).

Die Freisetzung des Genoms (uncoating) erfolgt in der Zelle. Die Strategie der Chlo-
rellaviren - aktive Auflésung der Zellwand, und uncoating auf}erhalb der Zelle - ist
dagegen nur von einigen Bakteriophagen bekannt.

Die DNA der Chlorellaviren ist methyliert (Van Etten et al. 1985). Die Modifikation
der Nucleotide ist keine Funktion der Wirtszelle, sondern wird von viruseigenen,
sequenzspezifischen Methyltransferasen katalysiert (Xia et al. 1986a, Zhang et. al.
1992). Interessanterweise besitzen Chlorellaviren dazu Restriktionsendonucleasen
mit komplementéren Erkennungssequenzen (Xia et al. 1986b, Zhang et. al. 1992),
wie sie bisher nur aus Bakterien bekannt waren. Die biologische Funktion dieser Re-
striktions/M odifikationssysteme ist jedoch nicht aufgeklart (Van Etten & Meints
1999).
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1.2.1 Taxonomische Einordnung der Chlorellaviren

Die einzigen Pflanzenviren mit dhnlich grof3em Genom sind ebenfalls Algenviren:
Ectocarpus siliculosus Virus (EsV, Muller et al. 1990) und Feldmannia sp. Virus
(FsV, Henry & Meints 1992) befallen filamentdse marine Braunalgen. Ihr Capsid-
durchmesser betrégt wie bei Chlorellaviren ca. 150 nm. Ebenso sind Glykoproteine
und methylierte Basen im Genom beschrieben worden (Ubersicht in Miiller et al.
1998 und Van Etten & Meints 1999). EsV vermehrt sich nur in den Sporangien, so
dal3 die Virusinfektion fur den Wirt nicht todlich ist. ESV-dhnliche Viruspartikel fin-
den sich im Grolteil der freilebenden Ectocarpus-Arten (Muller et al. 1992; Sengco
et al. 1996). Anders als Chlorellaviren ist EsV nicht streng wirtsspezifisch, sondern
infiziert auch eine Reihe anderer Braunalgen als Ectocarpus (MUller 1992; Miiller &
Parodi 1993). Diese Befunde sind besonders in 6kologischer Hinsicht interessant, da
EsV as Vektor fur horizontalen Gentransfer dienen koénnte (Van Etten & Meints
1999). Taxonomisch werden EsV und FsV zusammen mit den Chlorellaviren in die
Familie Phycodnaviridae eingeordnet (Van Etten 1995, Van Etten & Meints 1999).

Die néchsten Verwandten der Phycodnaviridae sind nach phylogenetischer Einord-
nung der DNA-Polymerase-Gene die Herpesviridae (Chen & Suttle 1996). Die Fa-
milie Iridoviridae (z.B. Frog virus 3) hat eine Reihe von Strukturmerkmalen, wie
ikosaedrische Form, interne Lipidschicht, DNA-Genom und methylierte Basen, mit

Chlorellaviren gemeinsam (Ubersich in Willis 1985).

1.2.2 Das PBCV-1 Genomprojekt

Der Prototyp der Familie Phydcodnaviridae ist Chlorellavirus PBCV-1. Das Genom
von PBCV-1 ist seit 1997 vollstéandig sequenziert (Li et al. 1995; Lu et al. 1995;
Kutish et al. 1996; Lu et al. 1996; Li et al. 1997). Es enthalt 701 offene Leserahmen
(ORFs), von denen etwa 100 ORFs Ahnlichkeit mit Proteinen bekannter Funktion
haben (Ubersicht tiber ORFs und codierte Proteine in Van Etten & Meints 1999). Fiir
20 ORFsist nachgewiesen, dal’ die codierten Enzyme funktiona sind (Tabelle 1).
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Tabelle 1. Funktionale Enzyme codiert von Chlorellavirus PBCV-1
(nach Van Etten & Meints 1999)

A544R DNA-Ligase A517L Cytosin-DNA-Methylase (Alll)
A583L DNA-Topoisomerase || A530R Cytosin-DNA-Methylase (A1V)
A50L T4 Endonuclease V A581R Adenin-DNA-Methylase (Al)
A169R Aspartat-Transcarbamylase A579L Restriktionsendonuclease (Al)
A103R RNA-Guanyltransferase A98R  Hyaluronan-Synthase

A248R Phosphorylase B-Kinase A100R Glucosaminsynthase

A181R Chitinase AB90L UDP-Glucose-Dehydrogenase
A292L Chitosanase A270R Ornithin-Decarboxylase

A251R Adenin-DNA-Methylase (All)  A237L Homospermidin-Synthase
A252R Restriktionsendonuclease (All)  A284L Amidase

Besonders aufféllig ist, dal3 einige ORFs Sequenzen aus Prokaryoten oder Phagen
ahneln, wahrend andere eindeutig eukaryotischen Ursprungs sind — ein Hinweis auf
haufigen Gentransfer wahrend der Evolution der Viren (Van Etten & Meints 1999).
Eine weiterer interessanter Aspekt ist die Vielfat der Enzyme, fur die das Virus co-
diert - Enzyme fir Nucleotid-Biosynthese, Protein- und DNA-Modifikation, Phos-
phorylierung, Zellwandabbau und Kohlehydratmetabolismus, um nur einige zu nen-
nen. Diese Enzyme sind, neben der Frage nach der biologischen Funktion im viralen
Lebenszyklus, z.T. auch fur die kommerzielle Anwendung nutzbar. So sind bei-
spielsweise die Restriktionsendonucleasen und Methyltransferasen bereits im Handel
erhdtlich.

Eine Vielzahl von Projekten ist ndtig um die Funktion weiterer Gene aufzuklaren.
Sie sind ein wertvolles Werkzeug, um die komplexe Biologie dieser Viren zu erfor-
schen, deren Replikation einen aul3ergewodhnlichen Grad an Selbstandigkeit erreicht
zu haben scheint. Das Genom von Chlorellavirus PBCV-1 hat immerhin ¥4 der Lange
des kleinsten bisher sequenzierten Bakteriengenoms, des obligaten Parasiten Rickett-
sia prowazekii (Andersson et al. 1998). Das Rickettsia-Genom enthélt 834 Protein-
codierende Gene - lediglich 133 mehr als die Anzahl der ORFs im Genom von
PBCV-1.
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1.2.3  Zielsetzung

Bisher wurden rund 60 Vertreter der Gattung Chlorellavirus charakterisiert, die ent-
weder Chlorella-Stamm NC64A oder Chlorella Phi infizieren und anhand dieser
Wirtsspezifitédt gruppiert werden (Van Etten & Meints 1999, s. auch 2.1). Diese
strenge Wirtsspezifitét ist eines der wichtigsten taxonomischen Merkmale der Chlo-
rellaviren. Morphologie und Genomstruktur der Chlorella NC64A- und Chlorella
Phi-infizierenden Virusisolate éhneln sich sehr (Becker 1991). Ein Ziel der Arbeit
war es, die Charakterisierung des Phi-Virus CVG-1 von Becker (1991) durch geneti-
sche Analysen zu erganzen und das Haupthlllproteingen von CVG-1 zu isolieren.
Sequenzvergleiche mit dem korrespondierenden Gen von PBCV-1 sollten zu Aussa
gen hinsichtlich der Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den beiden Virustypen
fuhren. Da das Capsid der Chlorellaviren hdchst komplex ist und sich aus mehreren
verschiedenen Proteinen zusammensetzt, sollten dartber hinaus weitere Struktur-
proteine identifiziert werden, die moglicherweise ebenfalls taxonomische Merkmale
darstellen.

Der zweite Teil der Arbeit steht im Zusammenhang mit dem PBCV-1-Genomproj ekt
und dem Ziel, die Funktion der dort codierten Proteine zu erforschen. Ein besonders
interessanter Kandidat dafir ist ein kurzer offener Leserahmen, dessen Sequenz
Ahnlichkeiten mit der Porendomane eukaryotischer Kaliumkandle aufweist (3.1).
Die Funktion eines solchen Kanals ist zum einen im Hinblick auf die virale Physio-
logie zu kldren. Zum anderen sind virale Gene in der Regel zelluléren Ursprungs und
koénnen — so sie nicht in jlngerer Zeit durch horizontalen Gentransfer erworben sind
— evolutiondr sehr alt sein. Daher konnte ein viraler Kaliumkanal auch zur Aufkl&
rung der hochkonservierten Struktur von Kaliumkan&len einen Beitrag leisten.
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2 DASHAUPTHULLPROTEIN-GEN VON CHLORELLAVIRUS
CVG-1IST TEIL EINER GENFAMILIE

2.1 ViraleHullproteine und Wirtsspezifitat

Hullproteine sind entscheidende Faktoren der viralen Wirtserkennung. Sie interagie-
ren in spezifischer Weise mit Strukturen der Zelloberflache und vermitteln die An-
heftung des Partikels. Erfolgt nach der Zellerkennung keine Abwehrreaktion des
Wirts, dringt das Virus ein (Abbildung 1).

Chlorellavirus-1solate sind sehr spezifisch in ihrer Wirtswahl und werden entspre-
chend gruppiert (Abbildung 2): Phi-Viren infizieren den Chlorella-Stamm Pbi (iso-
liert aus Paramecium bursaria-Zellen, gesammelt in Gottingen), NC64A-Viren den
Chlorella-Stamm NC64A (isoliert aus P. bursaria-Zellen gesammelt im US
Bundesstaat North Carolina) und die Gruppe der HVCV-Viren infiziert Chlorella-
Stdmme, die aus dem Sl3wasserpolypen Hydra viridis isoliert wurden.

Die exsymbiontischen Wirtszell-Stamme Chlorella Pbi und Chlorella NC64A unter-
scheiden sich in Chloroplasten-Morphol ogie (Abbildung 2) und Zellwandzusammen-
setzung. Beide Stamme sind zwar keiner freilebenden Chlorella-Art zuzuordnen,
stehen aber der Chlorella vulgaris/sorokiniana-Gruppe nahe (Reisser & Widowski
1992).

PBCV-1, ein Vertreter der NC64A-Viren, ist das bestuntersuchte Chlorellavirus und
Prototyp der Phycodnaviridae (Ubersicht in Van Etten & Meints 1999). Uber die vor
allem in Europa isolierten Phi-Viren ist dagegen nur wenig bekannt. Die einzig ver-
flgbare genomische Sequenz eines Phi-Virus war ein Fragment des DNA-
Polymerase-Gens (Chen & Suttle 1996). In phylogenetischen Analysen von DNA-
Polymerase-Genen verschiedener Algenviren (Chen & Suttle 1996) werden Phbi- und
NC64A-Viren in separate, wenn auch nah verwandte Gruppen eingeordnet. Die Vi-
ren infizieren die Wirtsalgen der jeweils anderen Gruppe nicht, weil sie sich nicht an
die Zellwand anheften konnen (Reisser et al. 1988). Dies mag mit der unterschiedli-
chen Zellwandzusammensetzung der Wirtsalgen zusammenhéngen, die sich jedoch

auch in Variationen der viralen Hull proteine widerspiegeln muf3.
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Abbildung 2: Wirtsspezifitat der Chlorellavirus-Gruppen Pbi und NC64A

(A) Pbi-Viren infizieren Chlorella Pbi (Reisser 1984), aber nicht Chlorella NC64A.
Beide Wirtsalgen wurden aus Symbiosen mit Paramecium bursaria isoliert. (B)
NC64A-Viren infizieren Chlorella Pbi nicht. (C) Freilebende Chlorella-Arten und
eine Relhe ebenfalls aus Symbiosen isolierter Chlorella-Stamme werden weder von
Pbi- noch von NC64A-Viren infiziert (Reisser et al. 1986). Die schematische Dar-
stellung der Chlorella-Zellen (aus Reisser & Widowski 1992) 143t die unterschiedli-
che Chloroplastenmorphologie erkennen.

Einige der mehr als 50 Strukturproteine des Viruspartikels (des sog. Virions) sind
glykosyliert und befinden sich in der @ufersten Schicht des Capsids (Skrdla et al.
1984, Songsri et al. 1997). Die Oberflache des Virions besteht vor allem aus dem
glykosylierten Haupthillprotein, das 40 % des viralen Gesamtproteins ausmacht
(Skrdla et al. 1984). Jedoch ist fraglich, ob das Haupthllprotein auch beim Wirtser-
kennungsprozef eine Rolle spielt: Mehrere Varianten von PBCV-1 kdnnen trotz un-
vollstandiger Oligosaccharid-Seitenketten die Wirtsalge NC64A infizieren (Wang et
al. 1993a). Das Schlusselprotein fur die Wirtserkennung ist wahrscheinlich eines der

weniger stark représentierten Oberfl&chenproteine.
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Das Virus heftet sich stets mit einer Ecke an die Wirtszelle an und entl&3t an dieser
Stelle seine DNA in die Zelle (Abbildung 1C). Je nach Pr8parationstechnik zeigen
elektronenmikroskopischen Aufnahmen von PBCV-1 auch haaréhnliche Strukturen
an einigen Ecken, bzw. eine Art Schwanz, wie er von Bakteriophagen bekannt ist
(Van Etten et al. 1991). Cryoelektronenmikroskopische Bilder zeigen diese Struktu-
ren nicht (Yan et al. 1999). Trotz Anwendung verschiedener Praparationstechniken
wurden bei Pbi-Viren keine solchen Strukturen beobachtet (Becker 1991).

Eine dreidimensionale Rekonstruktion des PBCV-1 Capsids aus Uber 300 cryoelek-
tronenmikroskopischen Aufnahmen (s. Titelblatt) zeigt, dal3 die Ecken des Iko-
saeders von 12 Capsomeren mit Pentamer-Struktur und die seitlichen Flachen von
1680 Capsomeren aus Protein-Trimeren gebildet werden (Yan et al. 1999). Die Tri-
mere setzen sich wahrscheinlich aus dem Haupthillprotein zusammen, wahrend die
Pentamere — die auch in der Grofe unterschiedlich sind — wahrscheinlich aus anderen
Oberflachenproteinen bestehen (Yan et al. 1999). Songsri et al. (1997) identifizierte
sieben solcher Oberflachenproteine in der aulReren Hille von Chlorellavirus CVK2.

Zwei Proteine dhnelten am N-Terminus dem Haupthillprotein.

Nicht ale Viren besitzen glykosylierte Hullproteine. Sie sind vor allem bel mem-
branumhullten Viren dblich (z.B. Influenzavirus), wo sie a's spikes aus der Membran
herausragen. Diese Glykoproteine besitzen zumeist eine hydrophobe Transmem-
brandomane von etwa 20 Aminosauren Lange (Schlesinger & Schlesinger 1987).
Das Haupthtllprotein von PBCV-1 besitzt eine 30 Aminosduren lange hydrophobe
Region am C-Terminus und ist auf3erdem mit der Fettsdure Myristylat verknipft
(Graves & Meints 1992, Que et al. 1994). Beide Eigenschaften konnten zur Verbin-
dung des Proteins mit der internen Lipidschicht des Virions beitragen.

Virae Glykoproteine besitzen die Fahigkeit, Zell-Zell-Fusionen bzw. Fusionen von
Virushullmembran und Wirtsmembranen herbeizufiihren (Schlesinger & Schlesinger
1987). So konnte auch der auf3ergewohnliche Infektionsmechanismus der Chlorella-
viren erklart werden (1.2). Becker (1991) vermutet, dal3 nach vollendeter Lyse der
Zellwand die innere Lipidschicht des Virus mit dem Plasmaemma der Wirtszelle
fusioniert. Auf dhnliche Art und Weise verlauft die Infektion des ikosaedrischen
Bakteriophagen PRD1 (Tectiviridae), der ebenfalls eine interne Lipidschicht enthélt.
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Wie PBCV-1 dockt PRD1 mit einer Ecke des |kosaeders an die Wirtszelle an. An
dieser Stelle wird anschlief?end die DNA entlassen und durch eine schwanzartige
Ausstilpung, die von der internen Membran gebildet wird, in die Zelle injiziert
(Bamford et al. 1995). Mdglicherweise sind dabei Glykoproteine des Virions an der

Vermittlung der Membranfusion beteiligt.

Im folgenden Abschnitt der Arbeit werden strukturelle Komponenten des Phi-Virus
CVG-1 auf genetischer Ebene untersucht, um die strukturelle Unterschiede zwischen
NC64A- und Phi-Viren zu beleuchten. Ziel war es, das Haupthlllprotein und ver-
wandte Virionkomponenten zu isolieren und wenn mdglich korrespondierende Gene
der NC64A-Viren zu identifizieren.
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2.2 Ergebnisse und Diskussion

2.2.1 Genfragmente mit Ahnlichkeit zum viralen Hauptprotein

SDS-PAGE Proteingele zeigen, dal3 CVG-1 Partikel ca. 50 verschiedene Proteine
enthalten, deren molekulare Massen im Bereich von 10-200 kDa liegen (Abbildung
3). Das haufigste Protein, Vp49, liegt als Dimer vor (Abbildung 3B) und &hnelt in
seiner N-terminalen Sequenz dem Haupthillprotein Vp54 von Chlorellavirus PBCV-
1 (Tabelle 2, Plugge et al. 1999). Nach Erhitzen liegt die Hauptproteinbande bel 49
kDa (Abbildung 3A), da das Dimer zexrfallt.

Das fir Vp49 codierende Gen sollte in einer Polymerasekettenreaktion mit Hilfe de-
generierter  Oligonucleotide isoliert werden (4.4). Das Aminosduremotiv
VAYGAQDVY am N-Terminus von Vp49 (Abbildung 4) wurde unter Berticksich-
tigung der Degeneration des genetischen Codes in Nucle nsduresequenzen Ubersetzt.
Ein zweites Motiv, NFNHPTKY L, wurde der Sequenz von Vp54 entnommen, dem
Haupthillprotein des Virusstammes PBCV-1 (Abbildung 4). Der zwischen den Pri-
mern liegende Abschnitt des Hllproteingens wurde — nach der bekannten Sequenz

von Vp54 - auf eine Lange von ca. 760 bp geschétzt.

v
;l>

=g -
= - — 66,0
— -——J- . .
> ; - Abbildung 3: Proteinmuster von CVG-1
— — 45,0 : :
- Elektrophoretische Auftrennung im 12,5%
et _|= 36,0 SDS-Gel. Die Proteinpréparationen wurden vor
dem Auftragen 5min bei 100°C (A) bzw.
— 240 60 °C (B) erhitzt. Pfeile markieren die Position
’ der monomeren (49 kDa) und dimeren (95 kDa)
Form des viralen Hauptproteins. Die Linien
— - | — 201 markieren die Protein-GrolRenstandards. Die
Abbildung wurde aus Plugge et al. 1999 ent-
nommen.
— . am
. —_ 14,2
—
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In der Polymerasekettenreaktion wurden Uberraschenderweise nicht eines, sondern
zwel Fragmente mit unterschiedlicher Grofze amplifiziert. Nach Ligation der Frag-
mente in den Vektor pUC18 und anschlieffender Transformation wurden drei ver-
schiedene Klone isoliert: pcr3 (800 bp), pcr7 (800 bp) und pcr8 (1100 bp). Ein Ver-
gleich der trandatierten Sequenzen der drei Klone ergab eine 60 %ige Ahnlichkeit
der Aminosauresequenzen untereinander und eine ebenfalls signifikante Ahnlichkeit
aler drei Klone mit dem Haupthllprotein des Chlorellavirus Stamms PBCV-1. Statt
des anvisierten einen waren also gleich drel potentielle Hillproteingene amplifiziert

worden.

2.2.2 |solation der vollsténdigen Gensequenzen

Um die fehlenden 5'- und 3"-Bereiche der isolierten Genfragmente zu vervollsténdi-
gen, wurde eine Genbibliothek von CVG-1 erstellt.

Sau 3Al-Fragmente genomischer DNA wurden, wie im Methodenteil beschrieben
(4.8.1), aufgearbeitet und in den Bakteriophagen EMBL3 kloniert. Die so erhaltene
Genbibliothek wurde in reprasentativer Dichte plattiert und mit radioaktiv markierten
Sonden durchmustert. Als Sonden wurden die Klone pcr7 und pcr8 eingesetzt. Die
nach Entwicklung der Autoradiogramme sichtbaren Signale konnten einzelnen
Plagues zugeordnet werden. Die isolierten rekombinanten Phagen wurden in
Southern Blot-Analysen erneut mit pcr7 hybridisiert, um die Anwesenheit der ge-

suchten Sequenzen zu bestétigen.

Die in den Southern Blot-Analysen identifizierten Restriktionsfragmente wurden
ohne weitere Trennung zur Ligation mit dem Vektor pBluescript KS™ eingesetzt
(shotgun Verfahren) und sequenziert. Durch primer walking (4.17) wurden in diesen
Fragmenten zwei vollsténdige Leserahmen (ORFs) identifiziert: ver7 (1299 bp) ent-
hielt die Sequenz von pcr7 und ver8 (1566 bp) enthielt die Sequenz von pcr8. Fir
pcr3 wurde kein Phagensubklon isoliert. Die vollstandigen Nuclein- und Aminosau-

resequenzen der drei Gene sind in Anhang B verzeichnet.
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2.2.3  Sequenzanalysen der offenen Leserahmen

Der A/T-Gehalt der 50 bp vor den Start-Codons von ver 7 und ver8 (76 % bzw. 78 %)
ist deutlich hoher as in den codierenden Regionen (42 %/ bzw. 51 %). Diese Ge-
wichtung ist typisch fur ORFs, die im Genom des Virusstamms PBCV-1 identifiziert
wurden (Schuster et al. 1990, Lu et al. 1995). Markant ist auch eine Reithe von 10
bzw. 9 Adeninnucleotiden 30 bp aufwarts vom Start-Codon (s. Anhang B). Dieses
Motiv spielt in den Promotorregionen von frihen Genen des shope fibroma Virus
eine wichtige Rolle (Macaulay & McFadden 1989) und findet sich ebenfallsin einer
Reihe von PBCV-1 Genen (Graves & Meints 1992).

Die Aminoséuresequenzen der ORFs ver7 und ver8 enthalten mehrere Erkennungs-
sequenzen fur Protein-glykosylierende Proteine (Abbildung 4), die hinsichtlich der
bekannten Glykosylierung der Haupthillproteine Vp54 und Vp49 von PBCV-1 und
CVG-1 bedeutsam sein kénnten. Normalerweise werden virale Glykoproteine durch
Glykosyltransferasen des Wirts im Endoplasmatischen Reticulum (ER) oder Golgi-
Apparat modifiziert (Schlesinger & Schlesinger 1987). Die Glykanketten der Haupt-
hillproteine sind jedoch nicht N-glykosidisch gebunden, wie es fir ER-modifizierte
Proteine typisch ist (Graves & Meints 1992, Becker 1991). Tatsachlich codiert zu-
mindest PBCV-1 offensichtlich fir eigene glykosylierende Enzyme (Wang et a.
1993a, Van Etten & Meints 1999). Bisher wurden im Genom von PBCV-1 zwei
ORFs gefunden, die eine entfernte Ahnlichkeit mit bekannten Glykosyltransferasen
aufweisen (Van Etten & Meints 1999).

nachste Seite

Abbildung 4: Aminosauresequenzen der CVG-1 Leserahmen

Multiples Alignment mit korrespondierenden Genen aus PBCV-1. Bestimmte Ab-
schnitte von ver7 und a430! weichen deutlich stérker voneinander ab als der Rest der
Sequenz (AS 310-330, AS 413-441 und AS 519-536). Vcr8 und a622| besitzen eine
Doméane von ca. 100 Aminosiureresten (AS 92-196), die keine Ahnlichkeit mit den
anderen Genen aufweist. Die Positionen der PCR-Primer sind unterstrichen. Fett
gedruckte Buchstaben markieren konservierte Aminosauremotive, die in allen
sechs Genen anzutreffen sind. Erkennungssequenzen fur Glykosylierung sind doppelt
unterstrichen. Die Gene von PBCV-1 wurden der vollstdndigen genomischen Se-
guenz des Virus entnommen (Zugangsnummer GenBank PBU42580).
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50
MPGAI SQLVSYGAQDVYLTGNPQ TFFKAI YRRYTNFAMESI QQSVDGT TDFGKFPTCTI SRNGDLA
MPGAI SQLVSYGAQDVYLTGNPQ TFFKAVYRRYTNFAMESI QQTFDGT TDFGKFPTVTI SRNGDLA

MAGGL SQLVAYGAQDVYL TGNPQ TFFKTVYRRYTNFAVESI QQTI NGSVGFGNKVSTQ SRNGDLI
MAGGL SQLVAYGAQDVYL TGNPQ TFFKTVYRRYTNFAI ESI QQTI NGSVGFGNKVSTQ SRNGDLI

------------------ SCEPAKTI WKSAHRKTKPFAVESI | QTLEGDVNYGGQATVKLSRSGDLI
M GE MLVSTGYQDVFLTGDPTRSLVKRI MARKTNFAI ESI ETVFD- - VLYGSTSFI NI KKAGDLL

100
GAl W EVTLPSLLGYNI TPTPPI SPGSSTLONASNVVANTSLFTDTSGNYWOTRNGAA- - - YSNLVA
GPl W EVNLPSLLGYNI TPTPAEG- - - - - - - NTSNI AAI STVFKDDYNNYWATYNPGT TPQYSNLI A

TDI WEFVLTKQGPT- - - = = = = == = === = = mm o m o m e e e e e e oo e
TDI VWEFVLTKGANGGT T- - - - = = = = = = = = x = o e e e e e e e e e e

COMVFQUTLQRGPSGPNDPI P- - - - - = -« = =« o x e o e m e e e e
KSCVLE] TMKRTSTES- - - = - - = = = = = = = < s ot e e ettt e e

150 200
A- - NLNG YYASADTANVANTAAYSGNI | TWPYMIFTGNGVPNTPAI SNVSI PTSNLRYVNGVGLAL
AFSNVDYKYYANAVTSTYPPTA- LSNVWWYSWPYM | TG\- - - - TGTRSTVAI PTANLRYVNG GLAL

------------------------------------------------------------ FYPAEQF

250
FNSI ELQLGEQRI DK- - HYSEWADI WSEL TETSEHL QGYNQWGRYDPAYYNNNWDVTQARGGT YYI
FNSI ELELGGOQRI DK- - HYSEWADI WTEL TETAEKI QGYNTMVGRYDPAVYNAGYNI SQAQGGTYYV

LQDVELEI GEQRI DK- - HYADWFRMYDSL FRVDNDRONYRRMTDFVN- - - - - - - - DEPATAVKRFYV

LQDVELEI GEGQRI DK- - HYNDWFRT YDAL FRVMNDDRYNYRRMITDW/N- - - - - - - - NELVGAQKRFYV

FHSI ELRI GGQRI DW - | PHNWL.RVYAQWFNSKQTAAYTDVADF- G- - - - - - - - NENEGQORTFFL

| KSLTLLI GDQEVEKI QDFPTWSRVHDEL FNDTEMRSANYRMLNF- RP- - - - - - - DDPPGAI RTFYL
300

PLKFCYNLNP- GQYMPLVALSYHDLKLNFDI NNYLNCVRCNYPVTSLTSMVGSNPLSI SNFKLYCDY
PLKFCYNRNP- GLYMPLVAL SYHQVKLNFNI NNYLNCVKCNYPVTALTSKNGANPLSI TNVKLYTDF

PLI FFFNQTP- GLALPLI ALQYHEVKLYFT- - - - - - - LASTVNG TAVEGGAAVTAVAPQVEVW/DY
PLI FFENQTP- GLALPLI ALQYHEVKLYFT- - - - - - - LASQVQGVYNYNGSSAI AGAAQPTVSVW/DY
Pl PFFFNQ\DWGRALPLI ALQYHEVELW NFT- - - - - PANEI VA NPNF- - - - - - - - YPQ SLFVDY
DLPLFFTRY- LSNSLPLVALQYHEVKLKI DFE- - - - - PPYNI PG DSTY- - ------ MPQVRFYCGDY
350 400

| FLDAPERI RVBEI QHEYLVTQL QNMIGSEPVTAPSAPNGI TNRKFTLNFNHPVKCLI | AYQAAS- - S
VFLDAPERI RVBEI QHEYLVTQLQMIGSEPVTAPGDPNGSTNRKI TLNFNHPVRELVFVYQAAS- - N

| FLDTQERTRFAQLPHEYLI EQLQFTGSETATPSTTSQST- - ONI RLNENHPTKYL AWNFSNPSPLA
| FLDTQERTRFAQLPHEYL| EQLQFTGSETATPSATTQAS- - QNI RLNENHPTKYL AWNFNNPT- - N

450
YEQGDAWN- - - - - - - - GN\DI FNYQ PGDDDA- - - - - - - - El | ESMILLI NGSERFSARPGAYFRLVQ
YD- VDAVT-------- GNNI FDYEI PANPTATPPYAGGGEVFTEVKLI | NGSDRFSGRPGAYFRLVQ
YGQYTATANL- - ------ TASSNVLYGDVPNTAVFNEALAI L DSSKL QL NGQDRFAARKGSYFNQVQ
YGQYTALANI PGACSGAGTAAATVTTPDYGNTGT'YNEQLAVL DSAKI QLNGQDRFATRKGSYFNKVQ

500
PYQHSLRTPSKSI YLYSFALEDI DSKQPNGSANFTRYDSAQLOWLNPNLPSG:- - - -----------
PYEHHVRVPSKSVYVYSFAL EDADSRQPNGSANFTRYDSVQLQLTLNENLASG- - - - - - - - - - - - - -

PFQTI GSLAPSGVYL YSFALKPAG- RQPSGTCNESRI DNATL SL TYKTASVNAYAATATTAAAL YAS

PYQS| GGVTPAGVYL YSFALKPAG- RQPSGTCNESRI DNATL SLTYKTCSI DA- - - - TSPAAVLGNT
550

------------ RFQ YAPNYNI LRVAAGH GGLAFANF

------------ RVQ YAPNFNI LRI AAGMGGLAFANF

ETVTANTATSLTALNI YAKNYNVLRI MSGMGGLAYAN*
ETVTANTATLLTALN YAKNYNVLRI MSGMGGLAYAN*



Tabelle 2: N-Termini von Chlorelavirus-Hullproteinen

Gen/Klon
Virus N-Terminus des Proteins Protein molekulareMasse  N-terminale Referenz
Sequenzierung
SDS-Gel  berechnet

PBCV-1 AGGELSQLVAYGAQDVYLTGNPQ Vp54 a430l 54 kDa* 48 kDa ja GenBank PBU42580
CVG-1 AGGELSQLVAYGAQDVYLTGNPQ Vp49 ver7 49kDa* 48 kDa ja GenBank AF076921
CVT2 MAGGL SQLVAYGAQDVYLTGNPQ Vp54 vp54 54kDa 48 kDa 0.A. Genbank AB006978
CVK2 MAGEL SQLVAY- - - ---------- Vp52 mcpl 52kDa 48 kDa ja GenBank AB018579
CVK2 AGELSQLVAY- - - ---------- Vp45 0.A. 45kDa 0A. ja Songsri et al. 1997
PBCV-1 MPGAI SQLVSYGAQDVYLTGNPQ Vp58** a622| 58 kDa** 58 kDa nein GenBank PBU42580
CVG-1  MPGAl SQLVSYGAQDVYLTGNPQ V p58** vcr8 58 kDa** 58 kDa nein GenBank AF076922
CVK2 AG OMQLVSTG - ---------- Vp4l 0.A 42kDa 0.A. ja Songsri et al. 1997
PBCV-1 MG MALVSTGYQDVFLTGDPTRSLVK- 0.A. ab58| 0.A. 45.5 kDa nein GenBank PBU42580
CVG-1 ---------------- L SGEPAKTI VK 0.A. pcr3 0.A. 0.A. nein GenBank AF076923

* Die angegebene molekulare Masse bezieht sich auf die monomeren Formen von Vp54 und Vp49 (die Proteine bilden Dimere). Das héhere apparente M olekulargewicht

von Vp54 ist durch die Glykosylierung des Proteins bedingt. Das deglykosylierte Protein hat eine apparente Masse von ca. 48 kDa.

** Proteinbanden von 58 kDa in Proteinpréparationen von CVG-1 und PBCV-1
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2.2.4 Sequenzvergleiche mit Proteinen aus anderen Chlorellaviren

Die Sequenzen von ver7, ver8 und per3 wurden vor allem mit Sequenzen von Virus-
stamm PBCV-1 verglichen, dem Prototyp der NC64A-Gruppe. Fur die gruppenspezi-
fische Bewertung der Sequenzahnlichkeiten wurden, soweit verfugbar, auch Gene
aus anderen Chlorellaviren einbezogen Tabelle 2 und Tabelle 3).

2.2.4.1 Vcr7 codiert fur das Haupthlllprotein

Die vergleichende Analyse der Sequenz von vcr7 legt den Schluf nahe, dal3 dieser
offene Leserahmen fir das Haupthtllprotein codiert: 1) Die trandlatierte Sequenz von
ver7 entspricht exakt der N-terminalen Aminosauresequenz des viralen Hauptpro-
teins Vp49 (Tabelle 2 und Abbildung 4). 2) Die fir das vcr 7-Protein berechnete mo-
lekulare Masse von 48 kDa stimmt gut mit den molekularen Massen der Proteine
Uberein, die fur die Haupthillprotein-Gene der NC64A-Viren PBCV-1 (Graves &
Meints 1992) und CVT2 (Nishida et al. 1998) angegeben werden (fur eine Ubersicht
s. Tabelle 2). Der Unterschied zur molekularen Masse des isolierten Haupthtillpro-
teins (49 kDa) kann durch Glykosylierung des Genprodukts erklart werden (Graves
& Meints 1992, Plugge et al. 1999). 3) Das von vcr7 codierte Protein und die Haupt-
hillproteine von PBCV-1 und CVT2 haben eine Aminosdure-Identitdt von 78 %.
Interessanterweise unterscheiden sich die Haupthillproteine der beiden NC64A-
Viren PBCV-1 und CVT2 kaum (98 % Aminosaure-ldentitét), obwohl sie weit ent-
fernt voneinander in den USA und in Japan isoliert wurden (Tabelle 3A).

Die Ahnlichkeit der Proteinsequenzen aus den beiden NC64A-Viren einerseits und
die Divergenz der Phi-Virus Proteinsequenz andererseits unterstiitzen die Gruppie-
rung der Chlorellaviren nach ihrer Wirtsspezifitét. Eine phylogenetische Analyse von
PCR-Fragmenten aus DNA-Polymerase-Genen (Chen & Suttle 1996) bestétigt diese
Beobachtung: Die Peptidsequenzen der NC64A-Viren sind zu 90 % identisch, wah-
rend die Sequenzen von PBCV-1 und dem Phi-Virus CVA-1 lediglich zu 78 % iden-
tisch sind (Tabelle 3B).
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Tabelle 3: Homologien von Proteinen zwischen den Chlorellavirusgruppen

A Hullprotein-Genfamilien

PBCV-1 CVT2 (NC64A) CVG-1 (Phi)

(NC64A) vp54 ver7 (Vp49) vecr8 pcr7
a430l (Vp54) 98 79 (85) 35 (48) 44 (63)
a622| 71(81)

ab58| 36 (59)

B DNA-Polymerasegene

PBCV-1 NY-2A (NC64A) | CVA-1 (Phi)
(NC64A) dpob pol

dpoa (a185r) ‘ 91 (96) ‘ 78 (88)

Analysiert wurden trandlatierte offene Leserahmen aus insgesamt funf Chlorellavi-
rus-Isolaten: den NC64A-Viren PBCV-1, CVT2 und NY-2A, sowie den Phi-Viren
CVG-1 und CVA-1. Werte geben die Aminosiure-ldentitat bzw. -Ahnlichkeit (in
Klammern) zwischen zwei Proteinen in Prozent an. (A) Vergleich der vollstandigen
Sequenzen der Hullproteine (Zugangsnummern s. Tabelle 2). (B) Vergleich der kon-
servierten Doménen der DNA-Polymerasen (umfaldt einen Ausschnitt von jewells
230-235 Aminosauren). Bezeichnung der DNA-Polymerasegene wie in Chen et al.
1996. Zugangsnummern: GenBank M86836 (dpoa), M86837 (dpob) und U32985

(pol).

2.2.4.2 Eine Familie von Hillproteingenen

Mehrere Aminosauremotive aus ver7 sind in den Sequenzen von ver8 und per3 kon-
serviert (Abbildung 4). Die Aminosaure-ldentitdt der Gesamtsequenzen betragt etwa
40 %. Ganz &dhnlich finden sich im Genom von PBCV-1 vier Leserahmen mit Ahn-
lichkeiten zum Haupthillprotein-Gen a430l (Li et al. 1997). Die Haupthillproteine
des Phi-Virus CVG-1 und des NC64A-Virus PBCV-1 scheinen also jeweils einer
Genfamilie anzugehoren. In der Tat |a%t sich jeder der CVG-1 Sequenzen ein homo-

loger PBCV-1 Leserahmen zuordnen.

Vcr8 codiert ein Protein von 521 Aminosauren mit einer berechneten molekularen
Masse von 58 kDa. Die Aminosauresequenz ist zu 72 % identisch mit der des Gens
a622| von PBCV-1 (das, wie das Haupthillprotein, in der spaten Phase der Infektion
exprimiert wird; M. Graves, pers. Mitteilung). AuRerdem hat vcr8 signifikante Ahn-
lichkeit mit dem Haupthullprotein. Allerdings ist das vcr8-Protein grofl3er als das
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Haupthillprotein und weist nur in den N- und C-terminalen Regionen Ahnlichkeiten
mit Vp49 auf. Eine Region von 100 Aminosaureresten kann auf3er mit a6221 mit kei-
nem anderen Leserahmen in Ubereinstimmung gebracht werden (Abbildung 4).

In den Proteinmustern von CVG-1 (Abbildung 3) und PBCV-1 (Skrdla et al. 1984)
gibt es Proteinbanden von ca. 58 kDa, die moglicherweise Genprodukte von vcr8
bzw. a622| sind. Diese werden jedoch nicht als glykosylierte oder Oberflachenpro-
teine markiert (Skrdla et al. 1984, Plugge et al. 1999).

Der Klon pcr3 enthdlt einen unvollsténdigen offenen Leserahmen, der eine moderate
Ahnlichkeit mit Gen a558| aus PBCV-1 aufweist (Abbildung 4). Der Wert von 36 %
fur die Aminosaure-ldentitét (Tabelle 3A) zeigt, dal3 diese beiden Gene deutlicher
divergieren als die beiden Paare vcr 7/a430l und ver8/a622l.

2.2.5 Schluf¥folgerungen

Die Ergebnisse dieser Arbeit etablieren folgende Gemeinsamkeiten zwischen dem
Phi-Virus CVG-1 und NC64A-Viren: 1) Die Grofe des Haupthillproteins von
CVG-1, Vp49, und sein Auftreten as Dimer stimmen mit den entsprechenden Pro-
teinen der NC64A-Gruppe Uberein. 2) Das korrespondierende Haupthllproteingen
ist Teil einer Genfamilie, die mindestens zwel weiteren Gene umfaldt. 3) Die Ami-
nosauresequenzen der drel hier identifizierten Leserahmen sind homolog zu entspre-
chenden Sequenzen in der Hullprotein-Genfamilie des NC64A-Virusstammes
PBCV-1.

Es ist aufféllig, dal3 - mit einer Ausnahme - die bisher analysierten Aminosaurese-
guenzen von Phi- und Nc64A-Viren eine konstante Divergenz von ca. 25 % aufwel-
sen. Berticksichtigt man die Tatsache, dal3 die Sequenzen der NC64A-Viren unter-
einander nahezu identisch sind, so bestétigt dieser Befund die urspringliche Gruppie-
rung der Chlorellavirus-1solate nach ihrer Wirtsspezifitdt. Die Entwicklung der Vi-
russtamme verlauft offensichtlich schon seit langerer Zeit getrennt - wahrscheinlich
paralel zur Entwicklung ihrer Wirtsalgen, den endosymbiontischen Chlorella-
Stammen Pbi und NC64A.
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3 EINKALIUMKANAL-GENIN CHLORELLAVIRUSPBCV-1
3.1 Kaliumkanaleund Virus-codiertelonenkanéle

Kaiumkandle sind membransténdige Transportproteine, die mit hoher Selektivitat
den Durchtritt von K* durch die Membran katalysieren. Sie sind in Tieren, Pflanzen,
Pilzen und wahrscheinlich auch Prokaryoten an wichtigen Zellfunktionen wie Regu-
lation des Membranpotentials, Signaltransduktion und Osmoregulation beteiligt
(Hille 1992).

Alle bisher bekannten K*-Kanalproteine besitzen eine konservierte Doméne um ein
TXXTXGY/FG-Motiv (Heginbotham et al. 1994), das die Kaliumselektivitét deter-
miniert. Diese Domane wird a's Pore (P) bezeichnet. Sie befindet sich stets zwischen
zwei Transmembrandoméanen (TM). Im einfachsten Fall hat das Protein also den
Aufbau TM1 - P- TM2 (Abbildung 5A). Diese Architektur haben die eukaryotischen
Kir-Kande (Kubo et al. 1992) und einige prokaryotische Kandle (Derst & Karschin
1998). Weit verbreitet sind die Kv-Kande mit vier zusétzliche Transmembrandomé&-
nen (Shih & Goldin 1997; Abbildung 5B, 6TM-Motiv). Zu diesem Strukturtyp geho-
ren auch die ether-a-gogo (EAG) Kandle (Kubo et al. 1992) und der pflanzliche Ka-
liumkanal KAT1 (Anderson et al. 1992).

Tandem-Kandle besitzen zwei P-Domanen (Abbildung 5C). Im Cetk1.3-Kanal (Cae-
nor habditis elegans) ist das 2TM-Motiv verdoppelt (Goldstein et al. 1996). Bel Tok1
(Saccharomyces cerevisiae) ist ein 6TM-Motiv mit einem 2TM-Motiv verknupft
(Ketchum et al. 1995). Diese Anordnung der Primérstrukturen weist auf Gen-Dupli-
kation hin. Eine ahnliche Entstehung wird fiir die Na'- und Ca’*-Kanale angenom-
men, die aus vier aufeinanderfolgende 6TM-Motiven bestehen (Raganathan 1994).
Der Kanal in der Membran wird aus vier sog. a-Untereinheiten gebildet (MacKinnon
1991, Doyle et al. 1998), die einem 2TM- bzw. 6-TM-Motiv entsprechen. Bel Tan-
demkandlen sind es entsprechend lediglich zwel Untereinheiten (Lesage et al. 1996).

Die Superfamilie der Kaliumkandle &3 sich in artentibergreifende Subfamilien un-
terteilen, deren Verteter sich durch Schaltverhalten, Pharmakologie und Interaktion
mit intrazelluldren Liganden unterscheiden lassen. Eine Ubersicht tber Vertreter der

verschiedenen Strukturgruppen gibt Tabelle 4.
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Abbildung 5: Strukturgruppen von Kaliumkanalen.

Kaliumkanale konnen nach der Anzahl ihrer Transmembrandomanen in drei struktu-
relle Klassen eingeteilt werden. (A) 2TM-Typ (diKch, Sreptomyces lividans). Zu
diesem Strukturtyp z&hlen auch die Kir-Kande. (B) 6TM-Typ (Shaker, Drosophila
melanogaster). Die Porenregion P liegt zwischen dem 5. und 6. Transmembranseg-
ment. Zu diesem Strukturtyp zéhlen auch EAG-Kande und pflanzliche Einwarts-
gleichrichter. (C) Tandem-Kandle mit zwel Porendomanen. Oben: Cetkl.3-Kanal
(Caenorhabditis elegans) mit 2x 2TM-Motiv. Unten: Tok1 (Saccharomyces cerevi-
siae) mit 6TM-Motiv + 2TM-Motiv. Unter dem Proteinprofil (schwarz) ist jeweils
das zugehtrige Hydropathie-Diagramm (grau) abgebildet.
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Das Auffinden von Kaliumkanal-Genen in den verschiedensten Organismen hat nicht
zuletzt durch die Sequenzierung vollstandiger Genome enormen Auftrieb erhalten.
So wurden im Genom des Fadenwurms Caenorhabditis elegans alein in der ersten
Ha fte der Sequenz Vertreter aus acht verschiedenen Kaliumkanal-Subfamilien iden-
tifiziert (Wei et al. 1996). Durch eine gezielte Suche nach Kaliumkanal-Genen in
verschiedenen Bakteriengenomen (Derst & Karschin 1998) wurden 20 homologe
L eserahmen mit sechs bzw. zwei Transmembransegmenten identifiziert. Zwel proka-
ryotische Kaliumkanal-Gene waren bereits vor einiger Zeit in Escherichia coli
(Milkman 1994) und Streptomyces lividans (Schrempf et al. 1995) gefunden und in
letzterem Fall auch elektrophysiologisch charakterisiert worden. Mit dem S lividans
Kanal ist es gelungen, erstmalig ein Kaliumkanalprotein zu kristallisieren (Doyle et
al. 1998). Die Rontgenstrukturanalyse dieses einfach gebauten Kanals mit zwel
Transmembrandoméanen (Abbildung 5) hat viel dazu beigetragen, die Kaliumsel ekti-

vitdt auf molekularer Basis zu verstehen.

In Sequenzanalysen des 300 kbp grofden Genoms von Chlorellavirus PBCV-1 wurde
ein kurzer offener Leserahmen (ORF) identifiziert, A250R, der das typische Kalium-
kanal-Motiv TXXTXGY/FG (Heginbotham et al. 1994) aufweist. Virus-codierte
lonentransportproteine wurde zwar bereits in Influenzaviren (Pinto et al. 1992, Sun-
strom et al. 1996) und dem Aidsvirus HIV-1 (Piller et al. 1996, Schubert et al. 1996)
gefunden, doch hat keines dieser Proteine Sequenzahnlichkeiten mit zellul&ren
Transportproteinen. Das Influenzavirus M2-Protein ist 97 Aminosauren lang, besitzt
nur eine Transmembrandoméane und bildet Tetramere, die durch Disulfidbriicken
stabilisiert werden (Holsinger & Lamb 1991, Sugrue & Hay 1991). Die Tetramere
fungieren in vitro als lonenkanidle, die K, Na' und andere Kationen, aber keine
Anionen leiten (Pinto et al. 1992, Tosteson et al. 1994). Das 14 kDa Protein ist eines
von drei Proteinen in der HUllmembran des Viruspartikels (neben Hamagglutinin und
Neuraminidase). Die Membran umgibt das Nucleocapsid des Virus, einen Komplex
aus Proteinen und einzelstrangiger RNA, die die Erbinformation des Virus tragt.
Waéhrend des Infektionsprozesses sorgt M2 fur die Ansduerung des Virusinneren,
was dazu beitragt, dal3 das Nucleocapsid in das Cytoplasma entlassen und die RNA
in den Zellkern transportiert werden kann (Tosteson et al. 1994).
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Tabelle 4: Ubersicht der Strukturtypen und K aliumkanalfamilien

Kanal Beispiel Organismus Zugangsnummer

2TM-Typ

Kir (inward rectifier) romK = Kir 1.1 Rattus norvegicus Swissprot P35560
hgirk = Kir3.2 Homo sapiens GenBank S78684
HMKATPL R. norvegicus GenBank D42145

2TM/PNBD* und 2TM diKch (KcsA) Streptomyces lividans GenBank 237969

Kanalhomologe aus drakchA Deinococcus radiodurans  Inst. Gen. Res. (TIGR)

Prokaryoten synKchA (ORF dI06%)  Synechocystis sp. GenBank D64006
synKchB (ORF dI09%)

Kanalhomolog aus Kcv Chlorellavirus (PBCV-1) GenBank AAC96618

Algenvirus

6 TM-Typ

Kv (Shaker-Typ) Shaker (Kvl) Drosophila melanogaster  PIR S00479
Shab (Kcv2) D. melanogaster GenBank M 32659
nShaw (Kv3) Caenorhabditiselegans ~ GenBank AF005246

KQT KVLQT1 H. sapiens GenBank U40990

EAG (ether-a-gogo) EAG D. melanogaster Swissprot Q02280
EGL-2 C. elegans GenBank AAD28468
hERG H. sapiens PIR 138465

So mSlo H. sapiens GenBank A48206

CNG (Cyclic hRCNC2 H. sapiens GenBank U765320

nucleotide gated)

pflanzliche KAT1 Arabidopsis thaliana GenBank M 86990

Kaiumkande AKT1 A. thaliana GenBank U06745
KST1 Solanum tuberosum GenBank X79779

6TM Kanalhomologe  ecoKch Escherichia coli GenBank AE000223

aus Prokaryoten mjaKchA (ORFMI139)  Methanococcus janaschii - GenBank U67471

6TM-Kanéle aus Pak1 Parameciumtetraaurelia  GenBank U19907

Paramecium Pak2 P. tetraaurelia GenBank U19908

Tandem-Kanéle

6TM-Motiv + 2TM- Tokl Saccharomyces cerevisiae  GenBank P40310

Motiv Trekl Mus musculus (Maus) GenBank U73488

2x 2TM Cetkl (ORF C4A3)) C. elegans GenBank U41104
Cetk3 (ORF T12093) GenBank U41104

virale lonenkanéle M2 Influenzavirus A GenBank P03491

1T™M NB Influenzavirus B GenBank P16194
Vpu HIV-1 GenBank P35966
Vpr HIV-1 GenBank P05926

1TM K*-Kanal- minK (I1sK) H. sapiens GenBank M 64922

untereinheit

*putative NAD* binding domain
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Bei der Replikation bestimmter Influenza-Viren hat das M2-Protein die weitere Auf-
gabe, in der spdten Phase des Infektionszyklus die pH-induzierte Konformationsan-
derung des Hamagglutinins beim Transport durch das trans Golgi-Netzwerk zu ver-
hindern (Tosteson et al. 1994). Uber das Vpu Protein von HIV-1 ist weit weniger
bekannt. Es wird angenommen, dal3 seine lonenkanalaktivitdt die Entlassung der
Viruspartikel aus der Wirtszelle fordert (Schubert et al. 1996).

Das Kaliumkanamotiv, das ORF A250R besitzt, weist auf eine strukturelle und
funktionelle Analogie des codierten Proteins mit Kaliumkanalen hin. Fur die Aktivi-
tét eines lonenkanals im Lebenszyklus von Chlorellavirus PBCV-1 spricht, dal3 die
Replikation des Virus durch die Kanal-Blocker Ba®* und Amantadin gehemmt wird
(Plugge et al. 2000). In Northern Blot-Analysen wurden drei frihe und ein spétes
MRNA-Transkript identifiziert, die mit A250R hybridisieren (M. Graves & J.L. Van
Etten, pers. Mitteilung). Die Klarung der genauen Rolle des A250R-Genproduktes
im viralen Lebenszyklus ist die Aufgabe zukinftiger Versuche und wird sicherlich
viel zum Verstandnis der Biologie der Chlorellaviren beitragen.

Ziel dieser Arbeit war es, zunéchst zu prifen, ob das von ORF A250R codierte Pro-
tein eine lonenkanal aktivitét besitzt. In Anlehnung an die Nomenklatur fur Kalium-
kandle wird das von A250R codierte Protein im folgenden Kcv (Kanal Chlorellavi-

rus) genannt.
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 Anayseder Primérstruktur von Kcv

ORF A250R codiert fur ein kleines, 94 Aminosdurereste umfassendes Protein
(Abbildung 6), das zu 55 % aus unpolaren Aminosauren besteht. Die berechnete
molekulare Masse von Kcv betraggt 10,6 kDa. Die 50 bp vor dem Startcodon
(Abbildung 6) haben mit 82 % einen deutlich hoheren A/T-Gehalt as der offene Le-
serahmen (60,3 %). Dies ist typisch fir Protein-codierende ORFs in PBCV-1 (Schu-
ster et al. 1990, Lu et al. 1995).

Zur ldentifizierung moglicher Transmembransegmente in der Primérstruktur von
Kcv wurde zundchst eine Hydropathieanalyse durchgefuhrt. Das Hydropathie-
Diagramm (Abbildung 7A) weist zwel breite Minima auf, die als Transmembranre-
gionen interpretiert werden kénnen. Um eine Lipiddoppelschicht zu durchspannen,
sind mindestens 17 Aminosaurereste erforderlich (Engelman et al. 1986). Zwei po-
tentielle Transmembranregionen von 22 bzw. 17 Aminosaureresten Lange werden
auch aufgrund von Vergleichen mit einer Transmembranprotein-Datenbank vorher-
gesagt (4.18). Ihre Position stimmt mit den Hydropathie-Analysen tberein und ist in
Abbildung 6 angegeben.

Der Bereich zwischen den beiden potentiellen Transmembranregionen umfalét 44
Aminosauren und enthdlt eine Doméne von 26 Aminosauren (AS 53-76), die 60 %
Ahnlichkeit und 37 % Identitét mit den P-Regionen einiger bekannter Kaliumkanal-
typen aufweist (Abbildung 8). Grofte Ahnlichkeit (65 %) besitzen im Vergleich mit
der Kcv-Sequenz die erste Pore der Tandemkandle Tokl (Hefe) und Trek1l (Maus)
sowie der prokaryotische Kanal ecoKch: An 16 von 26 verglichenen Positionen ste-
hen Aminosduren mit gleichen Eigenschaften (Abbildung 8). Gleichzeitig weisen
Tok1 und ecoKch mit je 50 % bzw. 46 % auch die meisten identischen Aminosduren
auf. Die beiden Transmembranregionen von Kcv haben hingegen keine Sequenz-
Ubereinstimmung mit den entsprechenden Doméanen anderer Kaliumkanalfamilien
(Abbildung 9).
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AGCACCCATTCATGATTCTTAAAAAATAATTGTAAAAATGT TTAGTATGTATATGITAGT 60
ATGTTAGTGITTAGTAAATTTCTAACGCGAACTGAACCATTCATGATACATCTCTTTATT 120

ML VFSKFLI'TRTEWPFMI HL F I> 20
+ + -

CTCGCAATGITCGTGATGATCTATAAATTCT TCCCGGGAGGGT TCGAAAATAACTTCTCT 180

L AMFVMI Y KFFUPGGVFENNF S 40

+ -

GTTGCAAACCCGGACAAAAAGGCATCATGGATAGATTGTATATACTTCGGAGTAACGACA 240

VANPDIKIKASWI DCI Y FGVT I 60
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CACTCTACTGT CGGATTCGGAGATATACT GCCAAAGACGACCGECGCAAAGCTTTGTACG 300
H S T V G F G D I L P K TTGAIK KL C T> 80
- + +
ATAGCACATATAGTAACAGTGITCTTCATCGITCTAACTTTATGA 345
I AHI VTV F F 1 VL T L * 95

Abbildung 6: Nuclein- und Aminoséur esequenz von Kcv

Die Nucleinsduresequenz (ORF A250R) wurde der vollstandigen Sequenz des Ge-
noms von PBCV-1 enthommen (Zugangsnummer GenBank U42580) und umfal3t
zusétzlich 60 bp des 5 -untrandatierten Bereiches. Die 50 bp vor dem Startcodon
haben mit 82 % einen deutlich htheren A/T-Gehat als der offene Leserahmen
(60,3 %). Unter der Nucleinsauresequenz ist die korrespondierende Aminosaurese-
quenz wiedergegeben. Mdgliche Transmembranregionen, die mit dem Programm
TMpred (Hofmann & Stoffel 1993) gefunden wurden, sind unterstrichen (AS 13-31
und AS 76-94). Die Porenregion (s. auch Abbildung 8) ist fett gedruckt, die Kali-
umkanal-K onsensussequenz mit Selektivitétsfilter GFG ist doppelt unterstrichen.
Eine mdgliche (Phosphorylierungsstelle fur Proteinkinase ck2 am N-Terminus ist
grau unterlegt. Positiv geladenen Aminosdurereste sind durch ein +, negative durch
ein - gekennzeichnet.

Auffallig gut konserviert ist die Konsensussequenz ThsTvGFG mit dem Selektivi-
tétsfilter-Motiv (Heginbotham et al. 1994). Wie bei den EAG-Kanden ist auch bei
Kcv das Tyrosin (Y) durch Phenylalanin (F) ersetzt (Abbildung 8). Auch in der
zweiten Pore der Tandemkanédle aus C. elegans (Cetkl und Cetk3, Abbildung 8)
steht an dieser Position ein F. Uberdies sind in diesen Kanalen auch die vier folgen-
den Aminosaurereste (DIL/VP) der Kcv-Sequenz sehr dhnlich, wahrend diese Posi-
tionen in den beiden EAG-Kanélen deutlich anders besetzt sind. Das Fehlen der ne-
gativ geladenen Aminosaure Aspartat (D) in den EAG-Sequenzen ist dabel beson-
ders aufféllig, denn diese Aminosaure ist in einer Reihe von Kandlen konserviert
(Abbildung 8). Bei dem pflanzlichen Kaliumkanal KST1 ist dieser Aspartatrest
(D269) Teil des pH-Sensors (Hoth & Hedrich 1999).
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Abbildung 7: Sekundar struktur von Kcv

(A) Hydropathie-Diagramm. Fur je 19 AS wurde der durchschnittliche Hydropa-
thiewert (Kyte & Doolittle 1982) der Aminosauren berechnet und gegen die Position
im Protein aufgetragen. Negative Werte deuten auf hydrophobe, positive Werte auf
hydrophile Regionen hin. Die zwei breiten Minima am N- und C-Terminus der Se-
quenz konnen als Transmembranregionen (TM) interpretiert werden. Der als Poren-
region (P) bezeichnete Bereich von Kcv, bei Kaliumkanden eine membranstandige
Domane, ist ebenfalls hydrophob. (B) Hypothetisches Modell der Kcv-Kanal struktur
(angelehnt an Becker et al. 1996 und Doyle et. al. 1998). Der N-Terminus umfalt die
AS 1-12 vor der ersten Transmembranregion (AS 13-31) und kénnte sowohl mem-
branassoziiert as auch cytoplasmatisch sein. Die mdgliche Phosphorylierungsstelle
ist grau unterlegt. Die Transmembranregionen (im Kasten) sind a-Helices (nicht
dargestellt). Der hydrophile Bereich vor der P-Doméne koénnte in den extrazelluldren
Raum ragen. Die P-Region taucht in die Membran ein. Die Aminosduren der Kali-
umkanal-Konsensussequenz sind eingekreist. Der C-Terminus ist Teil der zweiten
Transmembranregion. Positiv und negativ geladene AS sind durch + und — gekenn-
zeichnet.
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In der Kcv-Porendomane sind mit Y55 und F56 zwel weitere strukturell wichtige
Aminosauren konserviert. Rontgenstrukturanalysen des S. lividans Kanal-Homologs
dliKch weisen auf die besondere Rolle zweier aromatischer Aminosauren (Trypto-
phan, W) in &guivalenter Position hin (Doyle et al. 1998). In der Tetramer-
Anordnung der Untereinheiten bilden diese Tryptophanreste mit den Tyrosinseiten-
ketten (Y) des Selektivitétsfilters ein Netzwerk von aromatischen Aminosduren, ei-
ner Manschette ahnlich. Diese Anordnung soll die Aminosduren des Selektivitatsfil-
ters nach auf3en ziehen und die Pore gerade so weit offenhalten, wie es fir die Stabi-
lislerung der durchtretenden Kaliumionen erforderlich ist (molecular spring-
Hypothese). Wie bei Kcv, sind bei vielen Kaliumkanaltypen diese Tryptophanreste
durch die ebenfalls aromatischen Aminosduren Tyrosin (Y) bzw. Phenylaanin (F)
ersetzt (Abbildung 8).

Abbildung 7B zeigt ein hypothetische Modell von Kcv, angelehnt an die Kristall-
struktur des 2TM-Kanals sliKch von Doyle et al. 1998. Die Anordnung der Ami-
nosduren in der P-Region folgt einer Darstellung von Becker et al. (1996). Kcv hat
nur einen sehr kurzen N-Terminus von ca. 12 Aminosauren. Der C-Teminus ist Teil
der zweiten Transmembranregion. Der N-Terminus ist danach die einzig mogliche
cytoplasmatische Domane, konnte aber, da sie recht hydrophob ist, auch mit der
Membran assoziiert sein. Kurz vor der ersten Transmembranregion befindet sich in
dieser Doméne eine Erkennungssequenz (TRTE) fir die zellulére Proteinkinase ck2
(s. auch Abbildung 6).

3.2.2 Kcv-Homologe in anderen Viren?

Eine Reihe vollstandig sequenzierter Virusgenome wurde gezielt nach Leserahmen
mit struktureller Analogie zu Kcv durchsucht. Weder im Genom des Afrikanischen
Schweinefiebervirus (das dhnliche strukturelle Merkmale wie Chlorellaviren hat)
noch in einer Reithe membranumhulliter RNA-und DNA-Viren (Rhinovirus, Influen-
zavirus A, Mumpsvirus, Herpesvirus, Vacciniavirus) wurden solche Sequenzen ge-
funden. Darliber hinaus wurden auch keine potentiellen viralen Transmembranpro-
teine gefunden, die die Kaliumkanalkonsensussequenz TXXTXGY/FG oder andere

Analogien zu lonenkandl en aufwei sen.
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% sim (id)

Kevl | DCl YFGVTT HSTVGFGDI L PKTTGA 76
Kv-Kandle 58 (35)
Shaker PDAFWMWT MITVGYCDMI PVGFWG 455 50 (27)
pflanzliche Kanéle
Katl VTALYWSI TT LTTTGYGDFH AENPRE 273
Tandem-K, 1. Pore
Tok1/1 GNALYFCTVS LLTVG.GDI L PKSVGA 155 65 (50)
Trek1/1 GSSFFFAGTV | TTI GFGNI S PRTEGG 155 65 (39)
Tandem-K, 2. Pore
Cetk1/2 GISLYFTLI S FTTI GFGDI L PSDYDF 279 58 (39)
Cetk3d/2 MDAFYYSFI S LTTI G-FGDI V PENHDY 496 62 (35)
PAK Familie
Pak1 LHSLYWSI | T MITI GYGDI T PQNLRE 354 58 (31)
Pak2 FNSLYW TI T SMIVGYGDI V PVTTPE 340 62 (42)
EAG Familie
EAG VTALYFTMIC MISVGFGNVA AETDNE 466 50 (31)
hERG VTALYFTFSS LTSVGFGNVS PNTNSE 637 62 (31)
prokaryotische Kanalgene
diKch PRALWASVET ATTVGYGDLY PVTLWG 88 62 (35)
ecoKch MTAFYFSI ET MSTVGYGDI V PVSESA 198 65 (46)

60 (37)

Abbildung 8: Die Porenregion von Kcv im Vergleich mit typischen Vetretern
anderer Kaliumkanalfamilien.

Gleiche oder strukturell &hnliche Aminosduren sind fett gedruckt. Die Einordnung in
strukturelle Gruppen erfolgte nach dem 11-Buchstaben-Alphabet der Aminosduren
(Brendel et al. 1992, s. Anhang A). Nach jeder Sequenz folgt die Position des letzt-
genannten Aminosiurerestes sowie die prozentuale Aminosiure-Ahnlichkeit und
-ldentitét (in Klammern). In der letzten Zeile ist die durchschnittliche prozentuale
Ahnlichkeit bzw. Identitdt angegeben.

Né&chste Seite;

Abbildung 9: Die P-Regionen der Kaliumkanalfamilien sind sich ahnlicher als
die TM-Domaénen.

Multiples CLUSTAL W-Alignment. Fur die Analyse wurden jewells Fenster von 84-
110 Aminosduren ausgewahlt, die die konservierte P-Region und die flankierenden
Transmembransequenzen umfassen. Man beachte, dal3 Ahnlichkeiten zwischen den
Transmembransequenzen auf verwandte Kaliumkande beschrankt sind. Fettdruck:
zwei aromatische Aminosauren im N-terminalen Bereich der P-Region (molecular
spring-Hypothese) und Kaliumkanal-Konsensussequenz TXXTXGY/FG. Die Zahlen
beziffern die Position im Alignment.
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3.2.3 Phylogenetische Analysen

Die Aminosauresegquenz von Kcv wurde mit Hilfe des CLUSTAL W Programmes
auf die Verwandtschaft zu anderen Kaliumkanal gruppen untersucht. Grundlage sol-
cher Analysen ist ein multiples Alignment, in dem vergleichbare Sequenzabschnitte
der Proteine gesucht und aneinander ausgerichtet werden. Die Qualité des Align-
ments ist entscheidend fir die Verwandtschaftsanalyse, in der die Wahrscheinlichkeit
eines Aminosaureaustausches an Einzelpositionen evaluiert wird. Wegen der Diver-
Sitét, die trotz konservierter Strukturen in der Architektur von Kaliumkandlen be-
steht, gilt es, die vergleichbaren Bereiche der Proteine sorgféltig auszusuchen. So
kann beispielsweise nicht die ganze, sechs Transmembranregionen umfassende Se-
quenz des Shaker-Kanals (Abbildung 5) mit Kcv verglichen werden, sondern nur der
Abschnitt, der die letzten zwei Transmembranregionen mit der dazwischen liegenden
Pore umfald. Weiterhin stellt sich das Problem, dal3 bel den unterschiedlichen Ka-
naltypen verschieden lange Sequenzabschnitte zwischen der P-Doméne und den bei-
den flankierenden Transmembranseguenzen liegen konnen (Abbildung 9).

Ziel der Analyseist es, die fraglichen Sequenzen in Relation zueinander zu gruppie-
ren, d.h. das verwendete Programm ist nicht fUr die Einordnung einzelner Sequenzen
mit entfernter Verwandtschaft konzipiert. In solchen Féllen ist zu erwarten, dal3 das
Programm Zuordnungen vornimmt, die mit Anderung der Parameter oder verander-
tem Sequenzausschnitt variieren. Je mehr Sequenzen zum Vergleich eingesetzt wer-
den, desto grofRer wird die Wahrscheinlichkeit, dal3 es zu einer willkirlichen Einord-
nung der fraglichen Sequenz in bestehende Gruppen kommt. Diese Probleme tauch-

ten - nicht Uberraschend - auch bei der phylogenetischen Analyse von Kcv auf.

Eine stabilere Zuordnung von Kcv wurde durch die Beschrankung auf funf repré
sentative Kanal-Familien erreicht (Abbildung 10). Der Abstammungsbaum basiert
auf Sequenzvergleichen zwischen eukaryotischen und prokaryotischen Kaliumkanal -
sequenzen (Derst & Karschin 1998). In diesem Umfeld entspringt die Kcv-Sequenz
einem eigenen, urspringlichen Ast - ein Hinweis auf starke Sequenz-Divergenzen
zwischen Kcv und den Vergleichskanden (vor alem in TM1 und TM2) und eine

evolutiondr frihe Abspaltung des Kcv-Kanals.
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Abbildung 10: Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Kcv und Kaliumkanalen
aus Pro- und Eukaryoten.

Die Lange der horizontalen Aste ist ein MaR fur die Sequenzabweichung zwischen
den analysierten Proteinen. Kcv erscheint as eigener, urspringlicher Ast und hat
demnach geringe Ahnlichkeit mit den anderen Kaliumkanal-Familien.

Die Berechnungen erfolgten mit CLUSTAL/CLUSTREE Algorithmen (Saitou & Nel
1987, Thompson et al. 1994). Prokaryotische Kandle sind mit * gekennzeichnet.

Kv: Kaliumkandle vom Shaker-Typ; 6TM-/2TM-Familie: prokaryotische Kaliumka-
ndle (Derst & Karschin 1998); 6TM/PNBD-Familie: prokaryotische Kaliumkanéle
mit NAD"-Bindungsstelle (Derst & Karschin 1998); Tandem-K: Kaliumkanade mit
zwei Poren in Tandemanordnung; Kir: einwértsgleichrichtende Kaliumkandle mit
zwei TM-Doménen. Subfamilien der Kv- und Kir-Kande sind durch Konsensusse-
guenzen mehrererVertreter reprasentiert. Der phylogenetische Baum entstand durch
freundliche Unterstiitzung von Dr. Christian Derst (Universitat Marburg).
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3.2.4 Nachweis einer Kcv-induzierten Leitfdhigkeit in Xenopus Oocyten

Um zu prufen, ob Kcev tatsachlich ein funktioneller Kaliumkanal ist, wurde das Gen
heterolog in Xenopus laevis Oocyten exprimiert. Diese Zellen haben eine sehr hohe
Trangdationsfahigkeit und werden routinemafdig fur die transiente und v.a. funktio-
nelle Expression artfremder Proteine eingesetzt (s. einschlégige Lehrblcher, z.B.
Numberger & Draguhn 1996). In der Regel werden diese Proteine in den Oocyten
korrekt posttrandational modifiziert und Kandle werden in zelluldre Membranen
eingebaut. Die Prgparation der Oocyten, die Transkription des Plasmids, die Injekti-
on der mRNA, und die elektrophysiologischen Messungen wurden in der Abteilung

fur Physiologie und Biochemie der Pflanzen der Universitdt Mailand durchgefthrt.

ORF A250R wurde per Polymerasekettenreaktion (PCR) aus genomischer DNA des
Virus PBCV-1 vervielfacht. Die in der Reaktion verwendeten Primer waren mit Er-
kennungssequenzen der Restriktionsendonucleasen Bam HI bzw. Xho | ausgestattet
(4.4). Das 320 bp PCR-Produkt von A250R und der Oocyten-Expressionsvektor
pPSGEM wurden mit Bam HI und Xho | geschnitten und ihre Giberhdngenden kompa-
tiblen Enden durch eine Ligationsreaktion verkntpft. Das so konstruierte Plasmid
pSKcv wurde in E. coli Zellen transformiert und dort vervielféaltigt. Aus diesen Zel-
len wurden groféere Mengen pSKcv Plasmid DNA isoliert und aufgereinigt, die dann
linearisiert und als Matritze fur die Synthese von RNA eingesetzt werden konnten.
Zu Beginn der Experimente wurde den Oocyten -wie in Experimenten mit KAT1
(Véry et al. 1994) - 15 ng mRNA in einem Volumen von 40 nl injiziert. Ab dem
zweiten Tag nach Injektion nahm die Vitalitét dieser Oocyten deutlich ab, am dritten
bis vierten Tag waren 95 % der Zellen tot. Daraufhin wurde die mRNA-Menge
schrittweise bis auf 1 ng herabgesetzt. Mit diesem Protokoll konnte in den injizierten
Oocyten nach zwei bis drei Tagen Inkubationszeit die Expression von Kcv mit elek-
trophysiol ogischen Methoden nachgewiesen werden. Dazu wurde das konventionelle
Voltage-clamp-Verfahren mit zwei Elektroden eingesetzt (4.19). Bei alen Messun-
gen wurde parallel zur Stromdichte auch die Membranspannung der Oocyte aufge-
zeichnet. Bedingt durch die Grol3e dieser Zellen kann das tatséchliche Membranpo-
tential z.T. deutlich von der angelegten Testspannung abweichen.

Oocyten, denen Kcv-mRNA injiziert wurde, werden als Kcv-Oocyten bezeichnet.
Wasserkontrollen sind Oocyten, denen 40 nl H,O ohne mRNA injiziert wurde.
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Abbildung 11: Heterologe Expression des Kaliumkanal-Gens Kcv in Xenopus

Oocyten.

(A, B) Ganzzellmessungen in 50 mM KCI von Wasserkontrollen und Kcv-Oocyten.
Ausgehend vom Ruhepotential wurden in 20 mV-Schritten Spannungsstufen in den
angegebenen mV-Bereichen angelegt. Die mV-Angaben bezeichnen die tatséchliche
Membranspannung der Oocyte, die paralel zum Strom aufgezeichnet wurde. (C)
Instantaner Strom |; (nach 30 ms, @) und stationérer Strom | (nach 700 ms, Q) von

Wasserkontrollen und Kcv-Oocyten als Funktion der Spannung.
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3.24.1 Leitfahigkeit von Kcv-Oocyten

Die Stréme aller Kcv-Oocyten waren in den Messungen deutlich von denen der
Wasser-Kontrollen zu unterscheiden (Abbildung 11). Unbehandelte Oocyten haben
eine geringe Leitfahigkeit fur K* (Bauer et al. 1996) und Cl” (Dascal 1987), wobei
die Leitfahigkeiten bei verschiedenen Zellprégparationen durchaus variieren konnen
(Dascal 1987). Die hier gemessenen Wasserkontrollen hatten in 50 mM KCI eben-
falls nur eine geringe Leitfahigkeit (Abbildung 11A). Oocyten, denen Kcv-mRNA
injiziert worden war, hatten dagegen reproduzierbar eine grof3ere Leitfahigkeit
(Abbildung 11B). Die in Kcv-Oocyten auftretende neue Leitfahigkeit wurde auch
quantitativ ausgewertet. Die Stromantworten auf die angelegten Spannungspulse
waren bel +60 mV um den Faktor 8,6 und bel -140 mV um den Faktor 8,2 hoher as
die Stromantworten der Wasserkontrollen (Tabelle 5).

Tabelle5: Stromein Kcv- und KcvF66A-Oocyten und Wasser kontrollen

+60 mV -140 mV n Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen der
H,0 0,2+ 0,05pA |-0,27 £ 0,08 A 9 stationdren Stréme bei

zwei exemplarischen
Kcv 1,63+ 0,37 pA [-1,89+ 0,44 pA 17 Testspannungen;

n, Anzahl der Oocyten.
KcvF66A (0,39 £ 0,27 pA |-0,48 £ 0,35 pA 8

Abbildung 11C zeigt die Strom-Spannungskurven einer Kcv-Oocyte (instantaner
Strom |; und stationérer Strom lg) und einerWasserkontrolle (nur lg) im Vergleich.
Die charakteristische Strom-Spannungskurve von Kcv-Oocyten hat zwischen
—60 mV und +20 mV einen weitgehend linearen Verlauf, und |; sowie ¢ sind ann&
hernd gleich grof3. Bei negativeren bzw. positiveren Spannungen sind jedoch Veran-
derungen der Stromantworten zu beobachten:

1) die Strom-Spannungskurven ndhern sich der X-Achse an (Abbildung 11C);

2) bel positiveren Spannungen wird der Strom trége inaktiviert: lg ist kleiner as |;
(Abbildung 11B, C); 3) bei stérkerer Hyperpolarisation wird trége eine weitere
Stromkomponente aktiviert: Iy ist grof3er as |; (Abbildung 11B, C). Die trage Kom-
ponente kann bis zu 15 % des Gesamtstroms betragen. Demnach ist die Kcv-

induzierte Leitféhigkeit in geringem Mal3e spannungsempfindlich.
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Abbildung 12: Amantadin inhibiert die Kcv-induzierte L eitfahigkeit.

(A) Messung in 50 mM KCI (Protokoll wie in Abbildung 11). (B) Messung nach
Zugabe von 6 MM Amantadin. Die Leitfahigkeit ist bis auf ca. 25 % gehemmt.
(C) Differenz der Strome aus A und B. Die Differenzstrome zeigen die gleiche Ki-
netik wie die Ganzzellstrome in A, d.h. Amantadin hemmt spezifisch die Kcv-

induzierte Leitfahigkeit. (D) Strom-Spannungskurven (I; l und |4 O) aus C.
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Die neue Leitfahigkeit, die in den Kcv-Oocyten beobachtet wurde, konnte auch auf
erhdhte Leckstrome zurlckzufiihren sein, wie sie gelegentlich beim Einstechen der
Elektrode auftreten. Als Indiz dafir, dal? diese grof3en instantanen Stréme nicht nur
Artefakte sind, soll an dieser Stelle auf ihre spezifische Hemmbarkeit (3.2.4.3) hin-
gewiesen werden. Nach Zugabe von 6 mM Amantadin zur Badldsung wird der Strom
bis auf einen zeitinvarianten Rest von ca. 25 % gehemmt (Abbildung 12). Subtrahiert
man diesen Reststrom (

Abbildung 12B) von der Kontrolle (Abbildung 12A), so zeigen die Differenzkurven
(Abbildung 12C) die gleichen Eigenschaften wie die urspriinglich charakterisierte
Leitfahigkeit: einen instantanen Strom plus eine trage Komponente. Dies zeigen auch
die Differenz-Strom-Spannungskurven aus instantanem und stationdrem Strom
(Abbildung 12D). Die Leitfahigkeit der Wasserkontrollen wurden durch Amantadin
nicht gehemmt. Dies zeigt, dal3 nach der Injektion von Kcv-mRNA tatséchlich eine
neue, spezifisch hemmbare Leitfahigkeit auftritt.

3.2.4.2 Sdektivitat

In ersten Experimenten zur Bestimmung der Selektivitdt von Kcv wurden Strom-
Spannungsbeziehungen bei verschiedenen Kaliumkonzentrationen in der Badlsung
ermittelt. Bel niedrigeren Kaliumkonzentrationen war das Umkehrpotential Ee, des
instantanen Stroms |; negativer und der Einwértsstrom nahm ab (Abbildung 13A).
Der Einwartsstrom bel =140 mV wird in 20 mM KCI um 50 %, in 2 mM KCl um
92 % reduziert (Abbildung 13A). Der Auswartsstrom war dagegen unbeeintréchtigt.

Né&chste Seite;

Abbildung 13: Selektivitat fiir K™ gegeniiber CI°

(A) Instantaner Strom bei verschiedenen Kaliumkonzentrationen (M, 2mM /
4,20 MM / ®, 50 mM) as Funktion der Spannung. (B) Tailcurrent-Messungen in
50 mM KCI. Ausgehend von einer aktivierenden Konditionierungsspannung von
-160 mV wurden in 10 mV-Abstanden Stufen in dem angegebenen Spannungsbe-
reich angelegt, um die Inaktivierung der Strome zu verfolgen. Die mV-Angaben be-
zeichnen die tatsachliche Membranspannung der Oocyte, die parallel zum Strom
aufgezeichnet wurde. (C) Nernst-Plot der Umkehrpotentiale aus Ganzzellmessungen
wiein A (O) und Tailcurrent Analysen (#). Die Gerade verlauft durch die Mittel-
werte der Umkehrpotentiale mit einer Steigung von 60,0 mV pro zehnfacher Erho-
hung der Kaliumkonzentration (n = 8 Oocyten)
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Tragt man die Umkehrpotentiale aus Abbildung 13A gegen log [K*/mM] auf, so er-
gibt sich eine Gerade mit der Steigung 60 mV pro 10facher Erhéhung der Kalium-
konzentration (Abbildung 13C). Dies ist anndhernd der Wert, der nach der
Nernst”schen Gleichung fur Kaliumstréme erwartet wird (58 mV). Aus dem Schnitt-
punkt der Geraden mit der X-Achse kann eine intrazelluldre Kaliumkonzentration
von 100 mM abgel esen werden.

In den Wasserkontrollen wurde bei entsprechenden Messungen nur eine Verschie-
bung von 15 mV pro 10facher Erhdhung der Kaliumkonzentration festgestellt
(n=5).

Um die Umkehrpotentiale ohne den storenden Einflul endogener Hintergrundstréme
bestimmen zu konnen, wurde die trdge Komponente der Leitfahigkeit fur Tailcur-
rent-Analysen ausgenutzt (Abbildung 13B). Ausgehend von einer Konditionierungs-
spannung von -160 mV (bei der viele Kandle gedffnet sind), wurden weniger negati-
ve Testspannungen angelegt. Die Differenz zwischen instantanem und stationdarem
Strom entspricht der tragen Komponente. Diese Differenz wurde gegen die Test-
spannungen aufgetragen. Die daraus ermittelten Umkehrpotentiale der Stréme zeigen
die gleiche Abhéngigkeit von der Kaliumkonzentration wie zuvor (Abbildung 13C).
Diese Ergebnisse zeigen, daR die Kcv-induzierte Leitfahigkeit selektiv fir K gegen-
uber Cl" ist.

In einem weiteren Experiment wurde KCl in der Badlosung gegen NaCl ausge-
tauscht. Die Strome wurden daraufhin deutlich kleiner (Abbildung 14A, B).
Abbildung 14C zeigt Strom-Spannungsbeziehungen von zwei Messungen mit
50 mM KCI und 50 mM NaCl in der Badlésung. Beim Austausch von KCl gegen
NaCl wird das Umkehrpotential im Mittel um 52 + 11 mV kleiner (n = 5 Oocyten).
Der Einwdrtsstrom bei -140 mV wird um 90 % reduziert (Abbildung 14C). Der
Austausch von Na“ gegen K* wirkt aso dhnlich wie die Verringerung der K*-
Konzentration. Das bedeutet, da? Na" nicht oder nur wenig transportiert wird - die
Kcv-induzierte Leitfahigkeit ist also selektiv fir K gegeniiber Na'. (Endogene Hin-
tergrundstrome tragen zum Umkehrpotential bei, so dal3 der Effekt lediglich qualita-
tiv zu bewerten ist). Die Reduktion des Auswartsstroms (bei 60 mV auf 54 % des
Ausgangswertes) |aRt dariiber hinaus vermuten, da3 Na* die Kanalaktivitat hemmt
(Abbildung 14C).
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Abbildung 14: Selektivitat fiir K™ gegeniiber Na*

(A, B) Ganzzellstrome einer Oocyte in 50 mM KCI bzw. 50 mM NaCl (Protokoll
wie in Abbildung 11). Nach Austausch von K* gegen Na' in der Badlésung kommt
es zu einer starken Verringerung des Einwértsstroms mit einer vollstéandigen Unter-
drickung der trégen Stromkomponente und einer schwécheren Verringerung des
Auswartsstroms. (C) Die Strom-Spannungskurven aus A und B zeigen die Verande-
rung der instantanen Strome und die Verschiebung des Umkehrpotentials.
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3.2.4.3 Hemmbarkeit

Um die Hemmbarkeit der Kcv-induzierten Leitfahigkeit zu ermitteln, wurde der
Badlésung entweder 0,1-40 mM des antivirdlen Therapeutikums Amantadin
(Abbildung 15A), 2-20 mM BaCl,, oder 10 mM CsCl zugegeben.

1) Abbildung 12 zeigt, dal3 6 mM Amantadin die Kcv-induzierte Leitfahigkeit bis auf
ca. 25 % des Ausgangswertes hemmt (3.2.4.1). Abbildung 15B zeigt die zunehmende
Hemmung der Ein- und Auswartsstrome bel Amantadinkonzentrationen von 0,1-
6 mM. Die Amantadinhemmung konnte durch Waschen innerhalb weniger Minuten

vollstéandig riickgéngig gemacht werden.

Abbildung 15C zeigt die relative Inhibierung des instantanen Stroms und der trégen
Komponente durch 1 mM Amantadin in der Badlsung. Sie betrégt bel alen Test-
spannungen ca. 80 % der Kontrolle, d.h. die Amantadinhemmung ist kaum span-
nungsabhangig. Auf3erdem werden die instantanen Strome und die trége Kompo-
nente gleichméldig inhibiert - ein Indiz dafur, dal3 beide Stromkomponenten Resultat
der gleichen Leitfahigkeit sind.

Um die Konzentration fur die halbmaximale Inhibierung des Kanals (K;) zu ermit-
teln, wurde die relative Inhibierung der physiologisch relevanten stationdren Strome
gegen die Amanadinkonzentration aufgetragen (Abbildung 15D, Testspannung
+60 mV bzw. -140 mV). Die resultierenden Séttigungskurven wurden mit einer Mi-
chaelis-Menten-Gleichung beschrieben. Die Konzentrationen fur halbmaximale Inhi-
bierung (K;) waren 2 mM (bei +60 mV) bzw. 0,8 mM (bel -140 mV).

Né&chste Seite;

Abbildung 15: Konzentrations- und Spannungsabhangigkeit der Amantadin-
hemmung.
(A) Amantadinhydrochlorid. (B) Strom-Spannungskurven der instantanen Strome

vor (®) und nach Zugaben von 1 mM (4) und 6 mM (5) Amantadin). (C) relative
Hemmung der Kcv-induzierten Leitfahigkeit einer weiteren Oocyte nach Zugabe von
1 mM Amantadin as Funktion der Spannung. Instantane (4) und trége Komponente
(<>) des Stroms werden gleichméaliig gehemmt. (D) Die konzentrationsabhangige

Hemmung des stationdren Kcv-induzierten Stroms (®, bei 60 mV / 5, bei -140 mV)
und der Virusreplikation von PBCV-1 > ) hat einen ahnlichen Verlauf. Konzentra-
tionen fur halbmaximale Inhibierung: 2 mM (60 mV); 0,8 MM (-140 mV); 2,8 mM
(Virusreplikation). Die Werte £>) bezeichnen die relative Reduktion der Virus-
plagues in einem Plattentest (Plugge et al. 2000). n = 4 Oocyten bzw. 4 Plattentests.



Ein Kaliumkanal-Gen in Chlorellavirus PBCV-1

41

A NHgCr
0 mM
1 mM
B
6 mM
100
|
V/'mV
)
C 1
1 3 O16 .
g * o ¢ * L 4
0,5
| | | |
-200 -100 0 100
V/mV
D I 0
<
2- 0,5 —
ﬁ 2
| | S
0 5 10 40

Amantadin/mM



Ein Kaliumkanal-Gen in Chlorellavirus PBCV-1 42

Diese Ki-Werte liegen um drei GroRenordnungen héher als der fur die Amantadin-
hemmung des Influenza-Protonenkanals M2 (Wang et al. 1993b). In Abbildung 15D
ist zusétzlich die relative Inhibierung der Replikation des Virus PBCV-1 durch
Amantadin aufgetragen. Die Abhangigkeit der Virusreplikation von der Amantadin-
konzentration verlauft paralel zur Hemmung der Kcv-iduzierten Leitfahigkeit. Das

weist darauf hin, dal3 der Kanal im Lebenszyklus des Virus eine wichtige Rolle

spielt.

2) Barium hemmt den Kcv-induzierten Einwartsstrom bereits in der kleinsten einge-
setzten Konzentration von 1 mM (bei -140 mV auf 12 % des Stroms, Abbildung 16).
Der Auswartsstrom wurde nicht gehemmt. Wahrscheinlich wird Ba?* durch negative
Spannungen in die Kanalpore gezogen und blockiert so den Einwértsstrom der Kali-
umionen. Ahnliche Mechanismen wurden bereits fir die einwértsgleichrichtenden
Eigenschaften der Kir-Kande nachgewiesen (Sabirov et al. 1997, Shieh et al. 1998,
Owen et al. 1999).

3) Bei 10 mM CsCl im Badmedium wird die Kcv-induzierte Leitfahigkeit nur wenig
gehemmt. Der Einwértsstrom bel -140 mV wurde lediglich um 9+ 4 %, der Aus-

wartsstrom bei +60 mV wurde gar nicht reduziert (n = 4 Oocyten).

|IMA 08

-200 100

1mM VimV

0OmMm —-04

—-0,8

Abbildung 16: Effekt von Ba®* auf die K cv-induzierte L eitfahigkeit.
Strom-Spannungskurven der instantanen Strome vor (®) und nach (W) Zugabe von
1 mM BaCl, zur Badldsung. Hier werden lediglich die Einwéartsstrome gehemmt.
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Abbildung 17: Die Mutante KcvF66A induziert keine L eitfahigkeit in Oocyten

(A, B) Ganzzellstrome einer Wasserkontrolle und einer KcvF66A-0ocyte. Die sonst
haufig auftretenden, trége aktivierenden Chloridstrome (Dascal et al. 1987) fehlen
beiden Oocyten. (C) Die Strom-Spannungskurven der stationdren Stréme aus A und

B decken sich.
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3.2.5 Konstruktion einer nicht-funktionalen Mutante

Heterolog exprimierte Proteine kdnnen endogene Kandle der Oocyten aktivieren
(Shimbo et al. 1995, Barhanin et al. 1996). Um die Moglichkeit zu prifen, dal3 die
beobachtete Leitfahigkeit auf einer solchen Aktivierung endogener Leitfahigkeiten
durch Kcv beruht, wurde eine nicht-funktionale Kcv-Mutante konstruiert. In Analo-
gie zu Mutationen in der Konsensus-Sequenz des Shaker-Kanals (Heginbotham et al.
1994) wurde der Phenylalaninrest (F66) im Selektivitétsfilter-Motiv von Kcv gegen
die kleine, hydrophobe Aminosaure Alanin (A) ausgetauscht (KcvF66A). Diese
Mutation fuhrt im Shaker-Kana zum Verlust der stationdren Leitfahigkeit (Hegin-
botham et al. 1994).

Mit Hilfe der overlap extension PCR (4.6.5) wurde das Codon von F66 durch ein
Alanin-Codon ersetzt. Das mutierte Gen wurde in den Oocyten-Expressionsvektor
PSGEM kloniert, transkribiert und die mRNA in Xenopus Oocyten injiziert.

In den KcvFG66A-Oocyten trat die durch wt Kcv induzierte Leitfdhigkeit nicht auf
(Abbildung 17A, B). Die Leitféhigkeit war genauso gering wie die der Wasserkon-
trollen (Tabelle 5). Auch die Strom-Spannungskurve deckt sich mit der Strom-
Spannungskurve der Wasserkontrolle (Abbildung 17C). Daraus ist zu schlief3en, dal3
die von wt Kcv induzierte Leitfahigkeit auf einen funktionalen Kcv-Kanal zurlickzu-
fUhren ist und nicht auf die Aktivierung oder Rekrutierung von endogenen Kanélen

der Oocyten.



Ein Kaliumkanal-Gen in Chlorellavirus PBCV-1 45

3.3 Diskussion

Chlorellavirus PBCV-1 codiert flr ein kurzes Protein von 94 Aminosauren, Kcv, mit
dem Kaliumkanal -typischen Selektivitétsfilter-Motiv GFG und weiteren strukturellen
Merkmalen von Kaliumkandlen. Das GFG-Mativ liegt in einer Domane zwischen
zwei Transmembransegmenten, die signifikante Ahnlichkeit mit den P-Regionen
eukaryotischer Kaliumkandle hat. Uber die allgemeine Ahnlichkeit hinaus sind in
dieser Domane mehrere Aminosauren mit struktureller Funktion konserviert. Diese
Aminosauren stehen sowohl bei Kcv als auch bei den zum Vergleich herangezoge-
nen, funktionalen Kaliumkanalen stets an aquivalenten Positionen innerhalb der P-
Region.

Allen bisher untersuchten Kaliumkandle ist eine solche Poren-Struktur gemeinsam
(Doyle et al. 1998). Daher wird aus der Summe der strukturellen Analogien postu-
liert, dal3 Kcv ebenfalls funktionale Kaliumkanéle bilden kann.

Um diese Funktion zu prifen, wurde das Gen heterolog in Xenopus laevis Oocyten
exprimiert. Tatséchlich wurde nach Injektion von Kcv-mRNA reproduzierbar das
Auftreten einer neuen, Kalium-selektiven Leitfahigkeit beobachtet, die Uber die Leit-
fahigkeit der Wasserkontrollen hinausging und u.a. durch ihre spezifische Pharma-
kologie zu charakterisieren war. Die Hemmbarkeit und Versuche mit einer nicht-
funktionalen Kcv-Mutante sind Indizien daftr, dal3 die beobachtete Leitfahigkeit auf

die Aktivitat eines neuen Kanals, ndmlich Kcv zurlickzufiuhren ist.

3.3.1 Gemeinsamkeiten von Kcv mit anderen Kandlen

Die Priméarstruktur von Kcv wurde mit typischen Vertretern aus mehreren Kalium-
kanalfamilien verglichen (Tabelle 4). Aus der Pramisse, dal3 Kcv wie diese Proteine
funktionale Kaliumkande bilden kann, ergeben sich weitere Kriterien, die Kcv er-
fallen mafte:

Ein funktionaler Kaliumkanal setzt sich aus vier a-Untereinheiten zusammen, die
entweder gleiche (Homotetramere) oder kompatible Kaliumkanalproteine sind (He-
terotetramere; MacKinnon 1991, Doyle et al. 1998). Zusétzlich kénnen b-Unter-

einheiten vorkommen. Die Zusammensetzung der Untereinheiten findet im ER wéh-
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rend der Faltung der Untereinheiten statt (Papazian 1999). Beim Shaker-Kanal wird
die Zusammensetzung durch eine spezielle Doméane am N-Terminus vermittelt (Li et
al. 1992, Papazian 1999).

Auch ein funktionaler Kcv-Kanal mifdte aus vier Untereinheiten aufgebaut sein. Da
N- und C-Terminus des Proteins sehr kurz sind, mussen fur die Zusammensetzung
des Tetramers allerdings Protein-Protein-I nteraktionen zwischen den Transmembran-
regionen angenommen werden. Solche Interaktionen sind z.B. fir Kir 2.1-Tetramere
beschrieben worden (Minor et al. 1999).

3.3.1.1 Zwe Transmembrandoméanen: Kir Kanale

Die 2 TM-Struktur von Kcv ist charakteristisch firr die Kir-Kanée (Ubersicht in Kar-
schin et al. 1997). Auch diese Kandle besitzen - wie Kcv - keine Transmembrando-
mane mit Ahnlichkeit zum Spannungssensor der Kv-Kanale (3.3.2). Die Sequenzen
von drel Kir-Vertretern, Kir 1.1, Kir 3.2 und pKATPL zeigen alerdings selbst in der
Porenregion nur moderate Ahnlichkeit mit Kcv (Abbildung 9).

Trotz ihrer vergleichsweise einfachen Architektur sind Kir-Kanéle komplexe Protel -
ne mit Domanen, die mit G-Proteinen (Kir3) oder verschiedenen Rezeptoren (Kir6)
interagieren (s. Karschin et al. 1997). Viele Interaktionen mit zelluldren Regulatoren
finden an den N- und C-Termini der Kir-Untereinheiten statt. Die Sequenz von Kcv
|&3t fir derartige Interaktionen wenig Spielraum, da der N-Terminus des Proteins nur
ca. 12 Aminosduren umfalt. Allerdings enthélt die Domane eine mogliche Phospho-
rylierungsstelle (TRTE), die fur eine Regulation der Kanalaktivitét in Frage kdme.
Ein cytoplasmatischer C-Terminus ist nicht vorhanden. Denkbar ist allerdings auch,
dai} das Kcv-Protein durch Spleif3en mit anderen N- oder C-terminalen Doméanen
versehen wird. Dafur sprechen Northern Blot-Analysen, in denen das Kcv-Gen mit
vier sehr viel gréf3eren mRNA-Banden hybridisiert (J.L. Van Etten, pers. Mitteillung).

3.3.1.2 Das GFG-Matif: ether-a gogo-Kanéle

Der seltene Austausch von Tyrosin (Y) im Selektivitétsfilter-Motiv gegen Phenylala-
nin (F) ist ein strukturelles Merkmal der EAG-Kande (Abbildung 8). EAG-Kande
gehdren zur Strukturklasse der 6-TM-Kandle (Abbildung 5).
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Zu den Vertretern zéhlen u.a. EAG (D. melanogaster) und hERG (Homo sapiens,
Trudeau et al. 1995, Ganetzky et al. 1999).

Uber das GFG-Motif hinaus sind sowohl bei EAG, hERG as auch bei Kcv die bei-
den strukturell bedeutsamen Tryptophanreste (W) in der Porenregion (molecular
spring-Hypothese, Doyle et al. 1998) durch Y und F ersetzt (Tabelle 6). Da diese
drei aromatischen Aminosduren keine Wasserstoffbriickenbindungen miteinander
ausbilden, wird fur hERG ein kleinerer Durchmesser der auf3eren Pore postuliert
(Fan et al. 1999). Dieses Postulat kdnnte aufgrund der gleichen Sequenzmerkmale
auch auf die Pore von Kcv Ubertragen werden. Eventuell hétte dies Auswirkungen
auf die Bindungsstellen von Kanalblockern wie z.B. Cs™ (3.2.4.3).

Tabelle 6: molecular spring: Interagierende Aminosauren in der P-Region
SliKch hERG Kcv Die Aminosauren in jeder Zelle ste-

hen in der Porenregion der genannten

we7 Y616 F35 Proteine an aquivalenten Positionen.
W68 F617 F56 Die Aminosauren der letzten Zeile
v78 F627 F66 sind Teil des Selektivitatsfilter-

Motivs GY/FG

3.3.1.3 Kaliumkanal-Gene aus prokaryotischen Organismen

Prokaryotische Gene mit Homologien zu eukaryotischen Kaliumkandlen wurden
zun&chst in E. coli (Milkman 1994) und S. lividans (Schrempf et al. 1995) identifi-
ziert (s. auch Tabelle 4). Mitttlerweise sind 20 weitere Kaliumkanal homologe mit ein
bis sechs Transmembrandomanen und konservierten P-Regionen bekannt (Derst &
Karschin 1998). Wie Kcv sind die prokaryotischen Kaliumkanalkandidaten zunéchst
aufgrund ihrer Ahnlichkeit mit P-Regionen eukaryotischer Kaliumkanae gefunden

worden.

Von diesen Kanalkandidaten ist nur sliKch aus S. lividans elektrophysiologisch un-
tersucht (Schrempf et al. 1995). Die Expression von sliKch und anderen prokaryoti-
schen Sequenzen in Oocyten ist alerdings bisher nicht gelungen (Schrempf et al.
1995 und C. Derst, pers. Mitteilung).
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Obwohl nur im planaren Film als rekonstituiertes Protein untersucht, gilt slikch in-
zwischen als Modellkanal, weil es der erste Kaliumkanal ist, dessen dreidimensio-
nale Struktur durch eine Rontgenstrukturanalyse aufgeklart werden konnte (Doyle et
al. 1998). Die strukturell wichtigen Aminosduren in der Porenregion, die in dieser
Studie identifiziert wurden, sind in allen Kanden hochkonserviert.

Zusétzlich zur hohen Sequenzdhnlichkeit in der Porenregion haben sowohl Kcv as
auch sliKch sehr hydrophobe N-Termini (Abbildung 5A und Abbildung 7), die posi-
tiv geladene Aminosauren enthalten und moglicherwei se membransténdig sind. Auch
der Grof3enunterschied zwischen diesen beiden Doméanen ist gering. Der N-Terminus
von dliKch ist mit 20 Aminosduren nicht viel 1anger als der von Kcv (12 Aminosau-
ren). Der GrofRenunterschied der beiden Proteine (66 Aminosauren) beruht v.a. auf
der Lange der C-Termini (vgl. Abbildung 5A und Abbildung 7).

3.3.2 DieKcv-induzierte Leitfdhigkeit

Die Strom-Spannungskurve der Kcv-induzierten Leitfahigkeit ndhert sich zu beiden
Spannungsextremen der X-Achse an, d.h.der Kanal ist schwach spannungsabhéngig.
Die beobachteten Merkmale kdnnen folgendermalien interpretiert werden:

Bei Spannungen um 0 mV sind fast alle Kandle offen. Bei stérker negativen Mem-
branspannungen werden weitere Kanéle trage aktiviert. Gleichzeitig werden die Po-
ren der Kande zunehmend Kkationisch blockiert, so dald die Strom-
Spannungsbeziehung vom linearen Verlauf abweicht. Bei positiven Spannungen
werden dagegen die Kandle trage inaktiviert. Zusétzlich wird auch hier die Leitfa

higkeit durch eine Blockade der Poren verringert.

Bei Kaliumkandlen vom 6TM-Typ (wie z.B. Shaker) fungiert die S4-Region als
Spannungssensor. lhre Sequenz ist durch ein Muster aus positiv geladenenen Ami-
nosauren (Lys und Arg) an jeder dritten Position gekennzeichnet (Liman et al. 1991).
Zwar findet sich dieses Muster in keiner der beiden TM-Doménen von Kcv, jedoch
enthalt der hydrophobe N-Terminus des Proteins zwel positiv geladene Aminoséure-
reste (Abbildung 7). Sollte dieser Teil des Proteins ebenfalls membranstandig sein,
konnten diese Ladungstréger als Spannungssensoren fungieren und die schwache

Spannungsabhangigkeit der Kcv-induzierten Strome erklaren.
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3.3.21 Hemmbarkeit

Von den drei getesteten Stoffen inhibieren Ba®™ und Amantadin die Kcv-
Kanalaktivitdt, Cs"™ dagegen nicht. Interessanterweise spiegelt dieses pharmakologi-
sche Profil die Hemmbarkeit der Virusreplikation wider. Ba®* und Amantadin hem-
men die Replikation von PBCV-1 im gleichen Konzentrationsbereich wie die Kcv-
Kanalaktivitdt. Cs" beeinflul die Virusreplikation dagegen nicht (Plugge et al.
2000). Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dal? die Aktivitdt von Kcv Einfluf3
auf die Replikation von Chlorellavirus PBCV-1 hat.

Amantadin wird zur Bekdmpfung von Virusinfektionen und der Parkinson’schen
Krankheit eingesetzt wird (Ubersicht in Kornhuber et al. 1994). Es handelt sich um
ein relativ kleines, organisches Kation (Abbildung 15A), dessen Struktur vermuten
|al3t, dal’ es die Kcv-Pore - und evtl. die Poren anderer Kanéle - auch unspezifisch
blockieren kann. Tatsachlich inhibiert Amantadin reversibel sowohl den pflanzlichen
Kaliumkanal KAT1 (S. Gazzarrini, pers. Mitteilung) als auch eine ganze Reihe re-
zeptorgekoppelter Kandle (Ashcroft et al. 1991, Kornhuber et al. 1994, Matsuba-
yashi et al. 1997) und KAch-Kande aus der Kir3-Familie (Mészéros et al. 1982,
Freeman et al. 1985). In Kontrolloocyten war alerdings kein Amantadin-Effekt fest-
zustellen. Nur die Leitfahigkeit der Kcv-Oocyten wurde reversibel gehemmt. Diesist
ein weiteres Indiz dafur, dal? die Hemmung der Virusreplikation durch Amantadin

auf eine Inhibierung der Kcv-Aktivitét zurtickzufhren ist.

Auch im Fall von Influenzavirus A beruht die antivirale Wirkung von Amantadin auf
der Inhibierung eines lonenkanals, ndmlich des M2-Proteins. Die Priméarstrukturen
von M2 und Kcv haben alerdings - abgesehen von der Lange der Peptide — keine
signifikante Ahnlichkeit. Insbesondere fehlt M2 die zweite Transmembranregion und
die typische Kaliumkanal-Konsensussequenz. M2 transportiert vor alem Protonen,
aber auch K*, Na" und andere Kationen (Pinto et al. 1992, Tosteson et al. 1994).

Auf den ersten Blick interessant schien alerdings die Tatsache, dal es sich bel bei-
den Proteinen um viral codierte lonenkande handelt, die durch Amantadin hemmbar
sind. Die Aktivitdt der M2-Kandle wird durch Zugabe von <1 uM Amantadin kom-
plett und nahezu irreversibel gehemmt (Wang et al. 1993b, Gandhi et al. 1999). Auf
den zweiten Blick ist jedoch die Hemmung von Kcv durch Amantadin anderer Art
asdievon M2:
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Sie ist durch Auswaschen von Amantadin aufzuheben und die Konzentrationen,
durch die der Kcv-induzierte Strom halbmaximal gehemmt wird, sind um drei Gro-
[fenordnungen hoher als beim M2-Protein.

Ein molekulares Modell des M2-Kanals &3t den Schiuf3 zu, dal3d Amantadin mit ei-
nem Histidinrest in der Transmembranregion von M2 (H37) interagiert (Gandhi et al.
1999). Histidinreste finden sich auch in beiden TM-Regionen von Kcv (H17 und
H83). Insbesondere wére eine Interaktion von Amantadin mit H83 denkbar, da die
zweite TM-Region bel Kaliumkandlen Tell der Poreist (Doyle et al. 1998). Die Un-
terschiede in der Amantadinsensitivitdt zwischen M2 und Kcv lassen jedoch eher

eine andere Wirkung von Amantadin auf Kcv vermuten.

Es Uberrascht, dal3 10 mM CsCl die Kcv-induzierte Leitfahigkeit nur wenig hemmt.
Cs" wird neben Tetraethylammonium und Ba?* haufig als Inhibitor fir Kaliumkanae
eingesetzt. Die Cs'-Sensitivitét eines Kanals kann durch Mutationen in der P-Region
und der angrenzenden, porenbildenden Transmembrandoméne erhoht werden, so
z.B. im pflanzlichen Kaliumkanal KAT1 durch die Mutation T259S (Serin statt
Threonin) nahe des Selektivitétsfilters (Becker et al. 1996). Kcv besitzt an aquiva
lenter Position ebenfalls ein Serin (S62) statt eines Threonins (Abbildung 8). Da in
den meisten Kaliumkandlen an dieser Position das T konserviert ist (Abbildung 8
und Abbildung 9), wére zu priifen, ob eine KcvS62T-Mutante Cs'-sensitiv ist.

Die Ladungsverteilung in der Pore sowie der Porendurchmesser konnen bei der Cs'-
Sengitivitét ebenfalls eine Rolle spielen. Beim Kir-Kanal IRK1 ist es der Austausch
einer negativ geladenen gegen eine ungeladene Aminosaure zu Beginn der zweiten
Transmembransequenz (D172N), der den Kanal unempfindlich gegeniiber Cs" wer-
den 183t (Abrams et al. 1996).

Auch konnte - in Analogie zum hERG-Kanal - der aulere Porenbereich von Kcv
enger sein as der von anderen Kaliumkanalen (3.3.1.2), so dai3 Cs' nicht tief in die
Pore gelangen kann. In einer engen Pore steigt die Wahrscheinlichkeit, dal3 sterische
Hindernisse auftauchen. So kdnnten auch die Seitenketten von ungeladenen Ami-
nosauren wie S62 grofdere Bedeutung erlangen. Auch diese Hypothese kdnnte an-

hand der KcvS62T- und @hnlicher Mutanten gepruft werden.
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3.3.2.2 Aktivierung endogener Stréme

Bel der Expression artfremder Proteine in Xenopus Oocyten muf3 in Betracht gezo-
gen werden, daR? die Uberexpression von Fremdproteinen zu Veranderungen in der
Aktivitét endogener Oocyten-Kanédle fuhren kann. So werden nach Injektion von
minK-mRNA (Takumi et al. 1988) in Oocyten endogene Cl'-Kanéle aktiviert (Shim-
bo et al. 1995). Diesen Effekt hat auch die Injektion von mRNA des Influenzavirus B
NB-Proteins und einer nicht-funktionalen Variante des Influenzavirus A M2-
lonenkanals (Shimbo et al. 1995). Das NB-Protein ist ebenfalls ein potentieller lo-
nenkanal (Sunstrom et al. 1996), dessen Transporteigenschaften aber nicht schliissig
bewiesen werden konnten (Lamb & Pinto 1997). Die Aktivierung der Cl-Kande
wurde erst durch einen Schwellenwert ausgeldst und nahm mit der Menge des ex-
primierten Proteins zu (Shimbo et al. 1995).

Nach Injektion von Kcv-mRNA in Xenopus Oocyten konnte eine solche Aktivierung
endogener ClI'-Leitféhigkeiten nicht beobachtet werden. Dies kann darauf zuriickge-
fuhrt werden, dal3 den Oocyten nur 1 ng Kcv-mRNA injiziert wurde. Bei Shimbo et
al. (1995 und Referenzen darin) wird dagegen die mRNA-Menge mit 20 ng pro
Oocyte angegeben (die Moleklle sind ahnlich grol3 wie Kcv).

Das Protein minK (Tabelle 4) wurde lange fir einen "minimalen” Kaliumkanal" ge-
halten, weil esin Oocyten eine Kalium-Leitfahigkeit induzierte (Takumi et al. 1988,
Hausdorf et al. 1991). Es besitzt aber nur eine Transmembrandoméane und die typi-
sche P-Region fehlt. Nachdem in anderen Zellinien keine derartigen Strdme gemes-
sen werden konnten (Lesage et al. 1993), zeigte sich, dal3 minK heteromultimere
Komplexe mit anderen Kanaluntereinheiten bildet. Es konnte eine Assoziation von
minK sowohl mit KvLQT1 (Barhanin et al. 1996, Sanguinetti et al. 1996) als auch
mit hERG (MacDonald et al. 1997) nachgewiesen werden. Auch in Oocyten wurde
ein KvLQT1-Homolog gefunden, dessen Assoziation mit minK wahrscheinlich die
gemessenen Strome induziert (Sanguinetti et al. 1996).

Die Moglichkeit, dal’3 Kcv - @nlich wie minK - endogene Kanéle rekrutiert, kann
nicht ausgeschlossen, aber durch Versuche mit einer nicht-funktionalen Mutante zu-
mindest eingeschrankt werden. In Oocyten, die mit der Mutante KcvF66A injiziert
wurden, trat die zuvor charakterisierte Kcv-induzierte Leitfghigkeit nicht auf. Sollte

diese Leitfahigkeit also auf die Aktivitéat eines heteromultimeren Komplexes aus Kcv
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und einem endogenen Kanal zuriickzufUhren sein, so wéren fur dessen Funktion -
anders as bel minK - Kcv-Untereinheiten mit intaktem Selektivitatsfilter V orausset-

zung.

3.3.2.3 Letalitat von Kcv

Die Injektion grofierer Mengen Kcv-mRNA (5-15 ng), wie sie zur Expression z.B.
des KAT1 Kaiumkanals in Oocyten eingesetzt werden (Véry et al. 1994) sowie lan-
gere Inkubationszeiten fuhrten zum Tod der Zellen. Wurden deutlich geringere Men-
geninjiziert (1 ng), so blieben die Oocyten vital.

Eine Erklarung fur diesen Effekt liefert die geringe Grofe von Kcev: Die Lange der
Kcv-mRNA betrégt nur etwa 1/7 der KAT1-mRNA, so dald eine absolute Menge von
15 ng einer Uberproportional grofRen Zahl von Kcv-mRNA-Molekiulen entspricht.
Nach Injektion von 15 ng Kcv-mRNA wurde das Protein also tbermaldig exprimiert.
Dazu kommt, dal3 das Ruhepotential der Oocyten mit -20 mV in einem Spannungs-
bereich liegt, in dem die Kcv-Leitfahigkeit aktiv, d.h. der Kanal offen ist. Das konnte
bei starker Uberexpression des Kanals einen letalen K*-Verlust zur Folge haben.

3.3.3 DieRoallevon Kev im viralen Lebenszyklus

Das hier charakterisierte Protein Kcv ist der erste bekannte Kalium-selektive |onen-
kanal aus einem Virus. Eine Suche nach Proteinen mit Homologie zu Kcv in ver-
schiedenen Virusgenomen blieb erfolglos. Somit ist dieser Kaliumkanal aus Chlo-
rellavirus PBCV-1 bislang einmalig.

Nur fr das virale Protein M2 aus Influenzavirus A ist bisher Uberhaupt eine Kanal-
aktivitét zweifelsfrei nachgewiesen worden (Pinto et al. 1992, Lamb & Pinto 1997).
Diese Ionenkanale sorgen zum einen fir die Aquilibrierung der Ladungsverteilung
zwischen dem membranumhidillten Viruspartikel und der Umgebung (Tosteson et al.
1994) und tragen zum anderen durch Ansduerung des Virusinneren zur Entlassung
des Nucleocapsids in das Cytoplasma der infizierten Wirtszelle bei (Sugrue & Hay
1991, Ciampor et al. 1992).
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Drei Indizien sprechen daflr, daf3 auch der Kaliumkanal Kcv im viralen Lebenszy-
klus eine Rolle spielt: 1) Die A/T-reiche 5 -untranglatierte Region des codierenden
offenen Leserahmens weist darauf hin, dal3 ORF A250R ein Protein-codierendes Gen
ist; 2) in Northern Blot-Analysen wurden drei friihe und ein spdtes mRNA-Transkript
identifiziert, die mit A250R hybridisieren (M.Graves & J.L. Van Etten, pers. Mitte-
lung); 3) Virusreplikation und Kcv-Aktivitat haben die gleiche Pharmakologie.

Aufschlul? dartiber, wann und wo Kcv im Infektionsprozef} eine Rolle spielt, konnte
sicherlich eine Lokalisation des Proteins mit Hilfe von Antikorpern geben. Zu kléaren
wére dabel als erstes, ob Kcv im Capsid oder nur in infizierten Zellen lokalisiert ist.
Das Capsid von PBCV-1 mit seiner internen Lipidschicht (Skrdla et al. 1984, Van
Etten & Meints 1999) muf3 sicherlich mit der Umgebung &quilibriert werden, um in
hypotonischem Medium nicht zu platzen. Eine solche Funktion tbernimmt bei-
spielsweise bei den membranumhdillten Influenzaviren das M2-Protein, das neben
Protonen auch andere Kationen passieren 183 (3.3.2.1). Auch ist denkbar, dal3 Kcv
bei Uberexpression in der Wirtszelle die membrandsen Organellen (die wahrend der
spéten Infektionsphase abgebaut werden) osmotisch destabilisiert oder auf dhnliche
Weise an der abschlief3enden Lysis der Zelle beteiligt ist. Ein Indiz dafir ist, daf3 die
Uberexpression von Kcv-mRNA fiir Xenopus Oocyten vermutlich wegen einer sol-
chen osmotischen Destabilisierung letal war (3.3.2.3).

Das Genom von Chlorellavirus PBCV-1 enthdlt Gene eukaryotischen und prokaryo-
tischen Ursprungs (Van Etten & Meints 1999). Die phylogenetische Analyse ordnet
Kcv keiner der bekannten Kaliumkanafamilien aus Pro- oder Eukaryoten zu. Denk-
bar ist, dal’ das Kcv-Gen aus einer Wirtszelle stammt. Leider sind jedoch bisher kei-
ne Kaliumkanal-Gene aus Chlorella, der Wirtsspezies von PBCV-1, beschrieben
worden. Der eigene, urspringliche Ast von Kcv im phylogenetischen Baum konnte
jedoch auch bedeuten, dal3 der primitive Kaliumkanal Kcv evolutiondr sehr alt ist
und ein Bindeglied zwischen prokaryotischen und eukaryotischen Kanédlen darstellt.
Unterstitzt wird diese Annahme durch die Tatsache, dal3 die P-Region von Kcv mit
dem prokaryotischen ecoKch und zwei eukaryotischen Tandemkanden die grofdte
Ahnlichkeit aufweist.
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3.3.4 Waeiterfuhrende Experimente

Aus der anscheinenden Abhéngigkeit der Virusreplikation von der Kcv-
Kanalaktivitét ergeben sich Ansatzpunkte fur weitere Studien. Vordringliche Aufga-
be ist dabei die Lokalisation des Kcv-Proteins in infizierten Zellen bzw. im Virus-

capsid.

Physiologisch ist auch interessant, da? das Genom von PBCV-1 zwei funktionale
Gene fUr Polyamin-Biosyntheseenzyme enthédlt (Tabelle 1, A270R & A237L) und
die Polyaminzusammensetzung virusinfizierter Zellen verandert ist (Kaiser et al.
1999). Polyamine kommen in millimolaren Konzentrationen im Kern von Eukaryo-
ten vor und kénnen DNA vor der Zersetzung durch freie Radikale schiitzen (Ha et al.
1998). Intrazellulére Polyamine blockieren aber auch spannungsabhéngig Kir-Kande
(Lopatin et al. 1994, Karschin et al. 1997). Moglicherweise haben sie einen dhnli-
chen Effekt auf die Kcv-Kanalaktivitét oder auf Kande der Wirtszelle, so dal3 die
Polyamin-Biosynthese wéahrend der Infektion von PBCV-1 auch hinsichtlich der
Funktion von Kcv bedeutsam sein konnte.

Die beobachtete leichte Spannungsempfindlicheit des Kanals konnte zur Aufklarung
einfacher Sensor-Mechanismen beitragen, da ihre Ursache in der kurzen Proteinse-
guenz zu finden sein muféte. Zu diesem Zweck kdnnten bei spielsweise Kcv-Mutanten
eingesetzt werden, in denen die positiv geladenen Aminosauren am N-Terminus ge-
gen neutrale Aminosduren ausgetauscht sind.

Auch wére es interessant, Kcv auf einen maglichen pH-Regulationsmechanismus zu
untersuchen, da beide Transmembranregionen und die Porenregion Histidinreste ent-
halten. Sollte eine pH-Sensitivitét festgestellt werden, konnten auch hier Mutanten
konstruiert werden, um die Beteiligung der Histidinreste H17 und H83 in den TM-
Domanen, sowie des H61 und ggf. des Aspartatrestes D68 in der Porenregion zu

prufen.
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3.4 Zusammenfassung

Kcv ist ein virales Protein von 94 Aminosduren Lange, das die typischen Merkmale
eines Kaliumkanals besitzt. Kcv induziert in Xenopus laevis Oocyten eine schwach
spannungsabhangige, Kalium-selektive Leitfahigkeit, die durch Ba** und Amantadin,
nicht aber durch Cs" hemmbar ist. Die Virusreplikation ist auf ebensolche Art
hemmbar, was auf eine Rolle von Kcv im viralen Lebenszyklus hinweist. Damit ist
erstmals ein Kaliumkanal beschrieben, der von einem Virus codiert wird. Proteine
mit struktureller Analogie zu Kcv wurden in anderen Virusgenomen bisher nicht
gefunden. DarUber hinaus ist das Protein der kirzeste bis dato beschriebene funktio-
nale Kaliumkanal. Die strukturellen und elektrophysiologischen Besonderheiten von

Kcv rechtfertigen eine Einordnung als eigenstandiger Kaliumkanaltyp.
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4 MATERIAL & METHODEN

41 EDV

Macintosh Performa 450

Software Al PrisM™ Sequencing Analysis 3.0 (PE Applied Biosystems)
Software Canvas 3.0 (Deneba Systems)

Software EndNote 2.2 (Niles & Associates Inc.)

Software MacVector und Assembly Lign (IBI)

Software Netscape Navigator 4.05 (Netscape Communications Corporation)
Software Nisus Writer 5.0 (Nisus)

Pentium 2, 200 MHz, 32 MB RAM

Software Clampfit (Axon Instruments)

Software Windows 95, Excel 4.0, Word 7.0, Corel Draw 8 (Microsoft)

4.2 Chemikalien

Chemikalien wurden tber die Firmen Biomol (llvesheim), Bio-Rad (Minchen), Gib-
co BRL (Eggenstein), DIFCO-Laboratories (Detroit, U.S.A.), Boehringer (Mann-
heim), Invitrogen (San Diego, U.SA.), Merck (Darmstadt), Pharmacia (Freiburg),
Qiagen (Hilden), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich GmbH (M tinchen) bezogen.

Die Radiochemikalien (a*P-Nucleotide) lieferte die Firma Hartmann Analytic

(Braunschweig).

4.2.1 Reaktionssysteme (Kits)

Wenn nicht anders angegeben, wurden bel der Verwendung von Reaktionssystemen
stets die Angaben des Herstellers befol gt.
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4.3 Organismen & Plasmide

4.3.1 Escherichia coli (E. coli)

Zur Vermehrung von Plasmiden und Bakteriophagen wurden E. coli K12 Derivate
eingesetzt. Der Stamm DHb5a F (Hanahan 1985) wurde bel der Transformation mit
Plasmiden verwendet, der Stamm XL1-Blue MRA (Stratagene, USA) bei der Ver-
mehrung von EMBL 3-Phagen. Die Genotypen sind im folgenden aufgelistet.

DHb5a F': supE44, F'F 80dlacZDM15, D(lacZYA-argF) U169, recAl,
endAl, hsdR17(rg-mk+)

XL1-Blue MRA (P2): D(mcrA)183, D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, supE44,
thi-1, gyrA96, relAl, lac

4.3.2 Bakteriophagen

Die DNA-Genbibliothek von Chlorellavirus Goéttingen 1 (CVG-1) wurde in EMBL3
Bakteriophagen (Stratagene, USA) kloniert. Die Vermehrung erfolgte im E. coli-
Stamm XL1-Blue MRA (P2-Lysogen).

4.3.3 Plasmide

4.3.3.1 pBluescript K§+)

In dieser Arbeit erhaltene Restriktionsfragmente wurden in den Vektor pBluescript
KS(+) (Stratagene, USA) kloniert, in dem vorher mit verschiedenen Restriktionsen-
donucleasen Uberhdngende Enden erzeugt worden waren. Die durch Ligation er-

zeugten Konstrukte wurden in den E. coli-Stamm DH5a F* transformiert.

pBluescript:

b-L actamase-Gen (Ampicillin-Resistenz)
lacZ-Gen (a-Komplementation fur Blau-Weil3-Selektion)
Zugangsnummer GenBank X52327
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4.3.3.2 pUC18

Das hier verwendeten SureClone Ligation Kit enthdlt pUC18 DNA, die bereits mit
der Restriktionsendonuclease Sma | linearisiert ist. Der lineare Vektor hat stumpfe
Enden, die mit ungeschnittenen PCR-Fragmenten ligiert werden konnen. Die er-

zeugten Konstrukte wurden in den E. coli-Stamm DH5a F* transformiert.

pUC18

b-Lactamase-Gen (Ampicillin-Resistenz)
lacZ-Gen (a-Komplementation fir Blau-Weil3-Selektion)
Zugangsnummer GenBank L08752

4.3.3.3 pSGEM

Der Vektor ist ein Konstrukt von Michael Hollmann (MPI fir experimentelle Medi-
zin, Gaéttingen) und wurde von ihm freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Fur das
Konstrukt wurde der Vektor pPGEMHE (Liman et al. 1992) um die multiple Klonie-
rungsstelle von pBluescript erweitert. Grundlage des Konstruktes pPGEMHE ist der
Vektor pGEM-3Z (Promega, Mannheim), in den die 5'- und 3 -untranglatierte Regi-

on des b-Globingens aus Xenopus laevis eingeftigt wurden.

pGEM-3Z:

b-Lactamase-Gen (Ampicillin-Resistenz)

lacZ-Gen (a-Komplementation fir Blau-Weil3-Selektion)
T7 RNA-Polymerase-Promotor

Zugangsnummer: Genbank X 65304

4.4 Oligonucleotide

Die folgenden Oligonucleotide wurden als Primer fur die PCR eingesetzt (Amplifi-
kation von DNA-Fragmenten und Sequenzierungen). Spezielle Primer wurden von
den Firmen NAPS (Gottingen) und Roth (Karlsruhe) synthetisiert.

Sandardprimer fur pUC18, pBluescript und pSGEM:

SK TCT AGA ACT AGT GGA TC
KS TCG AGG TCG ACG GTA TC
M13 GTA AAA CGA CGG CCA GT  (Primer A in4.6.5)

M13 rev AAC AGC TAT GAC CAT G (Primer D in 4.6.5)
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degenerierte Primer zur Isolation der Hullproteingene von CVG-1 (Abbildung 18)

degl GIl GCI TAY GA GCI CAR GAY GIl TA
deg2 AGR TAY TTlI GIl GGR TCR TTR AAR

A dol(Aminosuren 9-18vonVp49) B doy2(Aminosiuren 24-262von VpH4)
°» A Y G A Q DV Y*® N F N H P T K Y L®*
GTA GCA TAC GGA GCA CAA GAC GTA TA C TTC AAC CAC CCA ACA APA TAC CT
GIC GOC TAT G3C GOC CAG GAT GIC T TTT AAT CAT GOC ACC AAG TAT
GG GG ceefese GG G AG

GIT &T G &T GT QCT ACT

3 5 5 3
Gl & TAY G & AR GAY GN TA Y TTY AAY CAY GO AQ AAR TAY CT

Abbildung 18: Degenerierte PCR-Primer zur Isolation des Haupthullprotein-
Gensvon CVG-1

Die Aminosauresequenzen (1. Zeile) wurden unter Berlicksichtigung der Degenerati-
on des genetischen Codes in Basentripletts Ubersetzt (Zeilen 2-4). Die Konsensus-
Sequenz der Primer ist in der jewells letzten Zeile angegeben. Auf der Grundlage
dieser Konsensussegquenzen wurde ein Gemisch von Primern mit den verschiedenen
moglichen Codon-Kombinationen synthetisiert (fir den Primer degl gibt es acht, fir
den Primer deg2 64 verschiedenen Kombinationen). Aminosauren und Nucleotide
wurden nach dem internationalen Einbuchstabencode abgeklrzt (s. Anhang A).

Primer fir die Amplifikation von ORF A250R aus genomischer DNA

pGEX 5 GITA TAG GAT CCG TAT GIT AGI GT
pGEX 3 ATA ACT CGA GGI' AAA TCA TAA AG

Unterstrichen sind die eingefiigten Erkennungssequenzen fir die Restriktionsendo-
nucleasen Bam HI (pGEX 57) und Xho | (pGEX 3)

Primer fir diein vitro Mutagenese von ORF A250R (Abbildung 19)
MtFG66A CT GIC GGA GCC GGA GAT ATA CTG C (Primer Cin4.6.5)
mtF66Arev  TAT CTC CGG CTC CGA CAG TAG AG (Primer B in4.6.5)
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A mtFA (=Prime C)

T V G A G D | L P KcF*A
¥ CT GIC GGA GOC GGA GAT ATA CTG C ®
(- - - F - - - - -) Kcvwt

B mtFArev (=Primer B)
STAT CIC 3G CTC OGA CAG TAG AG °

Abbildung 19: Primer B und C fir diein vitro-M utagenese von A250R

Die fett gedruckten Nucleotide markieren die eingefligten Mutationen. Die in Klam-
mern gesetzten Buchstaben entsprechen der Wildtypsequenz (Kcv wt). Die Uberlap-
penden Basen der beiden Primer sind unterstrichen (15 nt).

4.5 Kultivierungvon E. coli

Bakterienkulturen wurden in Vollmedium (NZY oder LB bzw. Variationen davon)
angezogen wie unten angegeben. Die Zelldichte einer Kultur wurde photometrisch
anhand der Absorption von Licht mit 600 nm Wellenlange ermittelt (Schichtdicke
1 cm). Eine optische Dichte (ODgoo) von 1 entspricht einer Zahl von 8x 10° Zellen
pro ml (Sambrook et al. 1989).

451 E. coli Stamm DH5a F

Bakterien-Stammkulturen wurden als Glycerinsuspensionen (40 %) tber Jahre bei
-70 °C gelagert und bel Bedarf auf Agarplatten ausgestrichen (1,5% Agar in NZY -
Medium, Sambrook et al. 1989). Ubernachtkulturen von E. coli DH5a F wurden in
autoklavierten Reagenzglasern mit Aluminiumkappe gezogen. Dazu wurden in der
Regel 2 ml NZY-Medium, bei Bedarf mit Ampicillin (75 pg/ml) versetzt und mit
einer einzelnen Bakterienkolonie beimpft. Die Kulturen wurden 12-16 h bei 37 C
und 250 Upm in einem Schiittelinkubator herangezogen.
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45.2 E.coli Stamm XL1-Blue MRA

Stamm- und Ubernachtkulturen von E. coli XL1-Blue MRA (Stratagene, USA) wur-
den angelegt wie oben beschrieben. Vor Infektion mit Bakteriophagen wurden die
Zellen in 50 ml LBM-Medium mit 0,2 % Maltose angezogen. Nach Erreichen einer
ODgyo von 0,9-1 wurde die Kultur zentrifugiert und das Pellet in 10 mM MgSO4
resuspendiert. Die OD der Zellsuspension wurde auf 0,5 eingestellt (4x 10°
Zellen proml).

LBM-Medium: 1 % (w/v) Bactotrypton
1 % (w/v)NaCl
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
0,25 % (w/v) MgSO,

4.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde u.a zur Amplifikation genomischer Sequenzen, zur DNA-Sequen-
zierung und fur die in vitro Mutagenese eingesetzt. Die Reaktionen wurden in 0,5 ml
Reaktionsgefal3en durchgefihrt.

4.6.1 Amplifikation von Fragmenten aus genomischer DNA

Die Ansétze enthielten 0,1 ng/pl genomischer DNA, je 1 uM spezifische Primer
(4.4), 200 uM Desoxyribonucleotide (ANTP), 0,5 U/ul tag-Polymerase und 1:10 ver-
diinntes Pufferkonzentrat in einem Volumen von 100 ul. Reaktionsansdtze wurden
mit Mineral 6l Uberschichtet. Die thermostabile Polymerase wurde erst nach anféngli-
cher Denaturierung (5 min bei 94 °C) durch die Olschicht hindurch zum Reaktions-
gemisch pipettiert.

PCR-Protokoll fur die Amplifikation der HUllprotein-Genfamilie:

Denaturierung: 2min 98°C
annealing: 1min 50 °C
Polymerisation: 1min 72°C

25 Zyklen
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PCR-Protokoll fur die Amplifikation von ORF A250R:

Denaturierung: 2min 96 °C
annealing: 1min 48 °C
Polymerisation: 1min 72°C
25 Zyklen

4.6.2 Amplifikation von Plasmidinserts als Sondenmatritze

Die Ansétze enthielten 1 ng/ul Plasmid-DNA und 1 uM Standardprimer (4.4). Alle

anderen Reagenzien wurden in Konzentrationen wie in 4.6.1 eingesetzt.

PCR-Protokoll:

Denaturierung: 2min 96 °C
annealing: 1min 55°C
Polymerisation: 3 min 72°C
25 Zyklen

finale Polymerisation: 5min 72°C

4.6.3 Anayse von Plasmiden aus Bakterienkolonien

Nach der Transformation kann das klonierte Fragment in Ampicillin-resistenten
Bakterienkolonien durch PCR nachgewiesen werden. Zellen aus Kolonien wurden in
50 pl sterilem Wasser resuspendiert und 10 min bel 95 °C aufgekocht. 3 pl dieser
Suspension wurden mit 3 ul PCR-Mastermix versetzt (2 uM Standardprimer (4.4),
400 uM dNTP, 2x PCR-Puffer und 0,5 U/ul tag-Polymerase ) und mit Mineraldl
Uberschichtet. Die Ansdtze wurden in den heif3en Thermocycler gestellt (simplified
hot start).

PCR-Protokoll:

Denaturierung: 1min 96 °C
annealing: 1min 50 °C
Polymerisation: 1min 72°C
35 Zyklen

finale Polymerisation: 10 min 72°C
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4.6.4 Seguenzierungsreaktionen

Zur Sequenzierung von Phagen- und Plasmid-DNA wurde das Asi PRisv™ dRho-
damine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer Applied
Biosystems, Weliterstadt) eingesetzt. Die verwendeten Didesoxynucleotide sind mit
fluoreszierenden dRhodamine-Farbstoffen gekoppelt. So konnten fir die Sequenzie-
rungsreaktionen unmarkierte Primer eingesetzt werden. Fur die Reaktionen wurden
200 ng Plasmid- eingesetzt. Die Primer-Konzentrationen betrugen 160 nM. Das Re-
aktionsvolumen wurde auf die Halfte, der Reaktionsmix auf ein Viertel desim Her-
stellerprotokoll angegebenen Volumens reduziert (10 pl Gesamtvolumen, davon 2 pl
Reaktionsmix).

Standard-PCR-Protokoll

Denaturierung: 1min 96 °C
annealing: 30s 50°C
Polymerisation: 4 min 60 °C
25 Zyklen

Aufreinigung und Préparation der DNA fur die Elektrophorese (4.12) erfolgten wie
im Herstellerprotokol | unter “V ereinfachte Ethanolféllung” angegeben.
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ORF A250R
PSGEM (294 bp) pSGEM
A I 5 C 3
I {
BarInHI B th0| D
J7 1. PCR-Ansatz
J] 2. PCR-Ansatz
| »
< } >
Produkt AB = : >
(360 bp) Produkt CD
(420 bp)
AB
! —» |
[ < I
cb

47 3. overlap extension

{ s } >

< T * 1

Produkt AD
(780 bp)

Abbildung 20: Mutagenese von ORF A250R durch overlap extension PCR

Die Mutation F66A (schwarzes Kastchen) wurde in die Sequenz der tberlappenden
Primer B und C eingefigt (Abbildung 19). Die Produkte der ersten Amplifikations-
runde, AB und CD, bestehen aus Teilen von A250R und den angrenzenden V ektor-
sequenzen. In der zweiten Amplifikationsrunde lagern sich die Uberlappenden Enden
der Zwischenprodukte AB und CD aneinander und fungieren als Primer. Beide
Strange werden von der Polymerase verléngert, so dal3 das Produkt AD entsteht. Die
Balken am 5- und 3'-Ende von ORF A250R markieren die Erkennungssequenzen
zweier Restriktionsendonucleasen (Bam HI und Xhol), die zur gerichteten Klonie-
rung des Gens eingefugt wurden. Abbildung modifiziert nach Horton (1997).

4.6.5 Invitro Mutagenese von ORF A250R

Die Methode des overlap extension (Ho et al. 1989) wurde nach einem Protokoll von
(Horton 1997) durchgefihrt. Alle Ansétze enthielten 1 uM Primer und 200 uM Des-
oxyribonucleotide (ANTP) in einem Volumen von 100 ul. Als Matrize wurde pro
Reaktion 0,5 pg Plasmid pSKcv eingesetzt (3.2.4). Zunéchst wurden in zwei ge-
trennten PCR-Reaktionen die Uberlappenden Fragmente AB und CD amplifiziert
(Abbildung 20). Die Sequenz der Primer B und C enthélt die einzufihrende Mutation
(Abbildung 19). Als Primer A und D wurden die Standardprimer m13 und m13 rev
eingesetzt (4.4). Die amplifizierten Fragmente wurden durch Gelelektrophorese auf-
getrennt, aus dem Gel eluiert (4.7.6) und fir die dritte PCR-Reaktion, die eigentliche
overlap-extension, eingesetzt (Abbildung 20).
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PCR-Protokoll fur die Amplifikation von AB, CD, und AD:

Denaturierung: 2min 94 °C
annealing: 1min 50 °C
Polymerisation: 1min 72°C
25 Zyklen

finale Polymerisation: 5min 72°C

4.7 Reinigung und Konzentrierung von Nucleinsauren

Folgende Methoden wurden bei der Isolation von Plasmid-, Phagen- und genomi-
scher DNA, sowie zur Reinigung von PCR- oder Restriktionsfragmenten eingesetzt.

4.7.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Phenol-Chloroform-Extraktionen wurden bei allen DNA-Préparationen (auf3er der
Plasmidisolation mit dem QIAfilter Plasmid Midi Kit) eingesetzt, um Proteine und
andere organische Komponenten aus der Ldsung zu entfernen.

Wassergeséttigtes Phenol (P) wurde mit dem Antioxidationsmittel Hydroxychinolin
versetzt und mit Tris-Base auf pH 8,0 eingestellt. Chloroform (C) wurde im Verhalt-
nis 24:1 mit 1soamylalkohol (I) versetzt, um Schaumbildung bei der Phasentrennung
zu vermeiden. Die Extraktion erfolgte entweder durch 1 Vol PCI-Gemisch (25:24:1
Volumenverhdtnis) oder durch Zugabe von Phenol und Chloroform bzw. CI. Eine
Durchmischung von organischer und wal¥iger Phase wurde durch Schitteln erreicht,
die Trennung durch kurze Zentrifugation beschleunigt. Nach der Extraktion wurden
die Nucleinsauren gefélt (4.7.4), um Reste organischer Ldsungsmittel zu entfernen.

4.7.2 Schleudersidulen-Chromatographie

Alternativ zur Fallung wurden kleine Volumina von DNA-Suspensionen (50-100 pl)
Uber Microspin Schleudersdulen (S-200, S-300, oder S-400, Pharmacia, Freiburg)
gereinigt. Diese Methode wurde zum Pufferwechsel, zum Entfernen von Nucleotiden
und Primern nach der PCR und als zusdtzliche Reinigung nach der Phenol-
Chloroform-Extraktion eingesetzt.
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4.7.3 Ultrafiltration

Durch Ultrafiltration wurden Salz und Saccharose aus den Fraktionen des Saccharo-
segradienten entfernt und DNA-Ldsungen konzentriert.

Dazu wurden Microconcentrator-Rohrchen (Centricon-30, Amicon, Witten) verwen-
det. Das eingesetzte Volumen betrug 1 ml. Die Zentrifugation erfolgte in einem 34°
Festwinkelrotor 30 min bei 4300x g und RT (SS-34 Rotor, Sorvall RC-5B Kiihlzen-
trifuge, DuPont, Bad Homburg). Anschlief3end wurde das Retentat durch zweimini-
tige Zentrifugation bei 2.500 Upm aufgefangen.

4.7.4 Féalung

Die Félung dient der Abscheidung von Proteinen und niedermolekularen Substanzen
aus waldrigen Losungen von DNA. Sie ermdglicht aulRerdem die Aufnahme der ge-
fallten Nucleinsauren in definierten Volumina Puffer oder Wasser.

Standardprozedur war die Fallung mit 0,1 Vol 3 M Natriumacetat (pH 5,3) und 3 Vol
Ethanol p.a.. Die Dauer betrug zwischen 30 min und 3 h, die Temperatur war entwe-
der RT (Falung genomischer Phagen-DNA) oder -20° C (Fallung von Plasmiden).
Alternativ wurde DNA bel RT mit 0,7 Vol Isopropanol prézipitiert, wenn das Ge-
samtvolumen gering gehalten werden muféte. Die gefdllte DNA wurde durch Zentri-
fugation (Eppendorf-Zentrifuge 5402 oder 5415C, Eppendorf, Hamburg) am Boden
des Reaktionsgefales gesammelt, der Uberstand dann verworfen. Das Pellet wurde
anschlief3end mit 70 %igem Ethanol gewaschen und 5-10 min bei gleicher Umdre-
hungszahl zentrifugiert.

DNA aus kleinen Volumina wurde in 1,5 ml Reaktionsgefal3en gefdllt (Zentrifugati-
on 30 min bei 14.000 Upm und 4 °C, Eppendorf-Zentrifuge 5402). Grélere Volumi-
na wurden in 15 ml Corex-Zentrifugenrohrchen gefélt (Zentrifugation 30 min bei
10.000 Upm, HB4-Rotor, Sorvall RC-5B).
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4.7.5 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationen wal¥iger DNA-LAsungen wurden photometrisch anhand der
Absorption von Licht mit 260 nm Wellenlange ermittelt (Gene Quant I Photometer,
Pharmacia, Freiburg). Dabel wurde eine optische Dichte (OD2g) von 1 einer Kon-
zentration von 50 pg doppelstrangiger DNA gleichgesetzt (Schichtdicke 1 cm).

Die Reinheit der Ldsungen wurde durch das Verhdtnis der Absorption bei 260 nm
und 280 nm abgeschétzt (Warburg & Christian 1942). Ein Verhdtnis von >1,8 gilt
als geringes Mal3 an Verunreinigung durch Proteine (Sambrook et al. 1989).

4.7.6 |solation von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Nach dem Auftrennen der Fragmente in 2,5% Agarosegelen (4.12) wurden die
gwinschten DNA-Banden unter UV-Licht ausgeschnitten und mit dem DNA Ex-
traction Kit (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) eluiert.

4.8 Erstelen einer Genhibliothek von Chlorédlavirus CVG-1

Die verwendete genomische DNA aus CVG-1 wurde freundlicherweise von Dr. A.
Wolf (Albrecht-von Haller-Institut, Abteilung Biophysik) zur Verfigung gestellt.
Durch partielle Spaltung mit der Restriktionsendonuclease Sau 3Al und Grofense-
lektion wurde eine Sammlung von ca. 20 kb groféen Genomfragmenten erhalten.
Nach Ligation dieser Fragmente mit Phagen-Vektoren wurde eine Population von

rekombinanten Bakteriophagen erhalten, die das gesamte CV G-1-Genom beinhaltet.

4.8.1 Partielle Restriktion mit Sau 3Al

Die optimale Reaktionszeit wurde in Vorversuche bestimmt. 50 pg genomische
DNA wurden in eéinem Volumen von 600 pl mit 30 Units Sau 3Al geschnitten. Nach
5 min wurden 300 pl abgenommen und die Reaktion durch 15 min Inkubation bei
65 °C und Zugaben von 12 ul 0,5M EDTA-L6sung beendet. Die restliche Reaktion
wurde nach insgesamt 10 min auf die gleiche Weise beendet. Anschlief3end wurde
zweima mit PCl extrahiert (4.7.1), die Uberstande vereinigt und die Nucleinsiuren
gefdllt (4.7.4). Zur Trennung der Fragmente nach Grof3e wurde das geldste Pellet in

einem Saccharosegradienten fraktioniert.
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4.8.2 Fraktionierung im Saccharosegradienten

Die Gradienten wurden nach einem Protokoll von Sambrook et al. 1989 (Reinigung
von Bakteriophage | -Vektorarmen) in Zentrifugengeféi3en aus Polyallomer (34 ml
Vol, Beckmann, Munchen) gemischt. Die verwendeten Lésungen (10 % und 40 %
(w/v) Saccharose) und die Ultrazentrifugengefél3e wurden auf Eis gekuhlt. Die
Durchfluirate des Gradientenmischers betrug bei 10%iger Saccharoseldsung ca
1,7 ml/min. Nach Auftragen der Restriktionsansétze wurden die Gradienten 20 h bei
24.000 Upm und 4 °C zentrifugiert (TST 28.38-Rotor, Centrikon T-1065 Ultrazentri-
fuge, Kontron, Eching).

Mit einer Glaskapillare, die an die Peristaltikpumpe P-1 (Pharmacia, Freiburg) ange-
schlossen war, wurden die Gradienten in 0,5 ml Fraktionen aufgeteilt und in 1,5 ml-
Reaktionsgefalie Uberfihrt.

4.8.3 GroRenselektion

Stichproben der aus dem Saccharosegradienten erhaltenen Fraktionen wurden in e-
nem 0,5 %igen Agarosegel aufgetrennt, um zu ermitteln, welche Fraktionen DNA-
Fragmente der gewunschten Grof3e enthalten. Die betreffenden Fraktionen wurden
vereinigt und durch Ultrafiltration (4.7.3) gereinigt.

484 Ligationin EMBL3

Zur Ligation in den Klonierungsvektor EMBL 3 wurden 1 pg Vektorarme und 300 ng
der gereinigten DNA-Fragmente eingesetzt. Das Volumen des Ansatzes betrug
5,5 ul. Fir die Ligation der Vektorarme mit den DNA-Fragmenten aus dem Genom
von Chlorellavirus CVG-1 wurde das Lambda EMBL3/BamH | Vector Kit (Strata-
gene, USA) eingesetzt.

4.8.5 Invitro Verpackung

Die rekombinanten Vektoren aus 4.8.4 wurden in vitro in Phagenpartikel verpackt
(Gigapack® 11 Gold, Stratagene, USA) und bei 4 °C gelagert.
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4.8.6 Titerbestimmung

200 pl E. coli Zellen (4.5) wurden @) mit 1 pl unverdinnter und b) mit 1 pl 1:10 ver-
dunnter Verpackungsreaktion vermischt und 15 min bei 37 °C inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Ansatz mit 3 ml fltissigem Agar (0,75 %
in NZYM, auf 45 °C abgekihlt) versetzt und sofort auf vorgewdrmten Agarplatten
(1,5% in NZYM, 37 °C) verteilt. Nach Erstarren des Oberfl&chenagars wurden die
Platten umgedreht und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Der Phagentiter lief3 sich anschlief3end aus der Anzahl der hellen Hofe im Bakterien-
rasen (Plagues) unter Berticksichtigung der Verdinnungsstufe in plaque-forming
units (pfu) pro ml bestimmen. Bel spéteren Titerbestimmungen wurden grofdtenteils
mehrere Verdinnungsstufen hergestellt, um eine zdhlbare Anzahl von Plagues zu
erhalten. Die Verdiinnungen erfolgten jeweils in Schritten von 102 (10 pl Phagen-
suspension, 990 pl SM-Puffer).

NZY M-Medium: NZY -Medium
02 % (w/v) MgSO,

SM-Puffer: 1M NaCl
50 mM TrigHCI (pH 7,5)
02 % (w/iv) MgSO,
0,01 % (w/v) Gelatine
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4.9 Durchmustern der Genbibliothek

Fir Nucleinsaure-Hybridisierungen von immobilisierter Phagen-DNA wurden DNA-
Sonden synthetisiert (4.9.1) und zur spéteren Detektion mit a**P- oder Biotin-
gekoppelten Nucleotiden markiert.

Die Anzahl unabhangiger Klone N, die durchmustert werden missen, um das ge-
suchte Gen mit 99,9 %iger Wahrscheinlichkeit zu finden, wurde nach folgender
Formel berechnet (Sambrook et al. 1989).

N = In(1-P)
In(1-(F/G))

P = 0,999 (Wahrscheinlichkeit)

F = 20.000 (maximale Lange eines klonierten Fragmentesin bp)

G = 330.000 (Genomgréfe von CVG-1in bp)

Die Zahl N der zu plattierenden Klone betrdgt demnach mindestens 110. Fir das
Durchmustern der CVG-1 Genbibliothek wurden nach Standardprotokoll 8000 Pha

gen plattiert.

49.1 Radioaktiv markierte Sonden

Fir die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten wurde radioaktives a®P-
dCTP (3000 Ci/mmol) benutzt. Die doppelstrangige Matritze wurde durch
10 minutiges Aufkochen und anschlief3endes Abktihlen auf Eis in Einzelstrange auf-
getrennt.

Die verwendeten fertigen Reaktionsansatze fur die Markierung (Ready-to-go DNA
Labelling Beads, Pharmacia, Freiburg) enthielten das Klenow-Fragment der E. coli
DNA-Polymerase| und as Primer Gemische von Nonadesoxyribonucleotiden mit
permutierter Basenabfolge (random priming). Nach Zugabe der denaturierten Matrit-
ze (50-100 ng) und des radioaktiven Nucleotids (2 MBg a*P-dCTP) wurde die Mar-
kierungsreaktion bei 37 °C 15 min inkubiert.

Die Ansétze wurden nach Ablauf der Inkubation denaturiert (10 min bei 100 °C), auf

Eis abgekihlt und ohne weitere Aufreinigung zur Hybridisierung verwendet.
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4.9.2 Plattieren

Fur das Durchmustern der Genbibliothek wurden die Phagen aus der Verpackungsre-
aktion (4.8.5) mit einer Dichte von 8000 Phagen pro Platte auf 150 mm Agarplatten
plattiert. Dazu wurden 400 pl Bakteriensupension (4.5.2) mit 50 pl des Reaktionsan-
satzes aus 4.8.5 vermischt und 15 min bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkuba-
tionszeit wurde der Ansatz mit 12 ml flussiger Agarose (0,75 % in NZYM, auf 45 °C
abgekuhlt) versetzt und sofort auf vorgewarmten Agarplatten (1,5 % in NZYM) ver-
tellt. Nach Erstarren der Oberflache wurden die Platten umgedreht und tber Nacht
bei 37 °C inkubiert.

4.9.3 Ubertragen der Phagen-DNA auf Nylonmembranen

Nach der Inkubation wurden die Platten auf Plaquebildung Gberprift und anschlie-
fend 2h bel 4°C gekihlt. Die Phagen-DNA wurde auf Qiabrane Rundfilter
(132 mm Durchmesser, Diagen Dusseldorf) Ubertragen, und ihre Lage markiert
(plaquelift). Um nach der Hybridisierung falsch positive Signale ausschlief3en zu
konnen, wurden jeweils zwei plaquelifts angefertigt. Die Dauer der ersten Ubertra-
gung war 5 min, die der zweiten 10 min. Die Membranen wurden nach der Ubertra-
gung jeweils 5 min mit Denaturierungs- und Neutralisierungsl 6sung behandelt. Nach
Aquilibrierung mit 2x SSC und Lufttrocknen wurde die DNA durch Bestrahlung mit
UV-Licht (1 min) und Erhitzen auf 80 °C (90 min) fixiert.

Denaturierungsl ésung: 15 M NaCl
05 M NaOH
Neutralisierungsl dsung: 05 M  TrigHCI (pH 8,0)
15 M NaCl
20x SSC: 3 M NaCl
03 M NaCitrat
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4.9.4 Hybridisierung mit a**P-markierten Sonden

Die Membranen wurden nach Aquilibrierung in 1x TBS (20 mM TrisBase, pH 7,5;
500 mM NaCl) 1 h bei 37 °C mit Proteinase K (75 pg/ml) behandelt. Nach kurzem
Waschen in TBS folgte eine zweistiindige Prahybridisierung bei 65 °C in 30 ml vor-
gewdrmtem Phosphatpuffer (Church & Gilbert 1984). Die Sonde (4.9.1) wurde dem
Ansatz denaturiert zugegeben. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 65 °C.

Um nicht oder unspezifisch gebundene DNA zu entfernen, wurden die Membranen
in je 2x 15 min in Salzlésungen mit steigender Stringenz (d.h. abnehmender Salz-
konzentration) bel RT gewaschen: 6x SSC, 2x SSC, 0,2x SSC. Der letzte Wasch-
schritt war 10 min mit 0,1x SSC + 0,1 % SDS (65 °C).

Nach Lufttrocknen wurden die Membranen blasenfrei eingeschwelldt und 48 h bel
-70 °C in einer Kassette mit Signalverstarker (Intensifying Screen von DuPont Cro-
nex) einem Rontgenfilm exponiert (KODAK X-OMAT AR Filme, Sigma-Aldrich
GmbH, Munchen).

4.9.5 Isolation positiver Plagues

Nach Entwicklung des Rontgenfilmes wurden die erhaltenen Signale auf die Origi-
nalplatten Ubertragen und die positiven Plaques identifiziert. Sie wurden ausgesto-
chen und mit 200 pl SM-Puffer und einem Tropfen Chloroform Uberschichtet. Fur
ein sekundéres Durchmustern wurden die erhaltenen Phagenisolate in SM-Puffer
verdunnt und mit geringer Plagquedichte erneut plattiert. Von diesen Platten wurden
plaquelifts angefertigt und wie in 4.9.4 mit der Sonde hybridisiert. Von den identifi-
zZierten positiven Plagues wurden dann 1-3 deutlich separiert liegende Plagues ohne
Kontamination durch andere Phagenklone ausgestochen und mit 200 pl SM-Puffer
und einem Tropfen Chloroform Uberschichtet. Die Aufbewahrung dieser ,, Phagen-
Stammsuspensionen” erfolgte bel 4-8 °C.

4.9.6 Amplifikation positiver Phagenklone

Zur Titerbestimmung wurde eine Verdiinnungsreihe der Phagen- Stammsuspensionen
angesetzt (1 bis 10), auf 90 mm-Platten plattiert und 16 h inkubiert. Bei hoher
Plaguedichte (Konfluenz), wurden die Platten direkt zur Amplifikation verwendet
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und mit 3-5 ml SM-Puffer Uberschichtet. Es folgte eine mehrstiindige Inkubation auf
einem Schittler bel RT und schwacher Rotation, nach deren Ablauf der Puffer mit
den darin gel6sten Phagen abgesaugt und die Platten mit 1-2 ml SM-Puffer nachge-
spult wurden. Zellreste wurden durch Zugabe von 4 Tropfen Chloroform und an-
schlief3ende Zentrifugation sedimentiert (5 min bei 4° C, 6.000 Upm, SS-34-Rotor,
Sorvall RC-5B). Die so erhaltenen hochkonzentrierten Phagensuspensionen (high
titer stocks) wurden bei 4-8 °C in 15 ml Polypropylen-Réhrchen (Falcon, Becton
Dickinson, Heidelberg) aufbewahrt.

4.10 DNA-Extraktion aus Phagen

Zur genauen Bestimmung des Phagentiters wurden Doppelansdtze mit Verdinnun-
gen von 10™ bis 1072 plattiert (4.8.6). Phagen und Wirtsbakterien sollten im Verhalt-
nis 1:200 eingesetzt werden (multiplicity of infection m.o.i. = 0,005), um die voll-
standige Lyse zu erreichen (Sambrook et al. 1982). Durch zusétzliche Ansdtze mit
zehnfach erhohter oder erniedrigter m.o.i. wurde das tats&chlich zur vollstandigen

Lyse notigen Phagen-Bakterienverhdtnis ermittelt.

4.10.1 Infektion der Wirtshakterien

Aliquots mit 5x 10° - 10" Wirtszellen in 10 mM MgSO; (4.5.2) wurden kurz zentri-
fugiert und in 3 ml SM-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe der Phagen wurde der
Ansatz 15 min bei 37 °C im Schittler vorinkubiert und dann in 500 ml NZYM-
Medium Uberfuhrt. Die anschlief3ende Inkubationszeit betrug 11-14 h bei 37 °C und
200 Upm.

4.10.2 Isolation der Phagenpartikel

Bis zur Polyethylenglykolféllung folgte das Isolationsprotokoll dem von Sambrook
et al. 1982. Die Phagensuspension wurde zusétzlich mit 10 mM MgCl, versetzt. Das
Polyethylenglykol (PEG 6.000) wurde bei RT zugegeben und auf dem Magnetrihrer
gel6st. Die Inkubation erfolgte 3 h bei 4 °C.

Prézipitierte Phagen wurden durch Zentrifugation pelletiert (15 min bei 10.000 Upm
und 4 °C, GSA-Rotor, Sorvall RC-5B) und anschlieffend in 10 ml SM-Puffer gelst.
PEG und Zellreste wurden durch Extraktion mit 1 Vol Chloroform und Zentrifugati-
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on entfernt (15 min bel 10.000 Upm, SS-34-Rotor, Sorvall RC-5B). Die obere Phase
(ca. 10 ml) wurde zur weiteren Aufreinigung im Glyceringradienten abgenommen.
Durch Unterschichtung von 1 ml 5 %iger Glycerinlésung mit 1 ml 40 %iger Glyce-
rinlésung wurde in dinnwandigen Polyallomerréhrchen ein Zwei-Stufen-Gradient
hergestellt (Prozentangaben v/v). Die Ldsungen waren vorgekuhlt und wurden auf
Eis gehalten, um Diffusion zu verlangsamen.

Nach Uberschichtung mit je 2 ml Phagensuspension wurde 1 h bei 43.000 Upm und
4 °C zentrifugiert (TST 60.4-Rotor, Centrikon T-1065). Der Uberstand wurde bis zur
Phasengrenze abpipettiert, der Rest ausgegossen. Das Phagenpellet erschien milchig-

blaulich.

4.10.3 DNA-Extraktion

Nach Resuspension in SM-Puffer wurde die DNA durch Proteinase-K-Behandlung
freigesetzt und durch Phenol-Chloroform-Extraktion gereinigt (4.7.1).

Bel Zugabe von Natriumacetat und Ethanol fiel die DNA als fadige, weil3e Substanz
aus und konnte mit Hilfe eines kleinen glasernen Hakens aufgewickelt werden. Nach
Waschen mit 70 % Ethanol wurde sie in H,0 geldst. Die restliche DNA im Falungs-
ansatz wurde durch Zentrifugation pelletiert und in H,O aufgenommen. Die Kon-

zentration der DNA-Suspensionen wurden photometrisch bestimmt (4.7.5).

4.11 Restriktionsanalysen

Fur die Restriktionsanalysen wurden Restriktionsendonucleasen und Puffer verschie-

dener Hersteller einzeln und in Kombination eingesetzt.

4.11.1 Plasmid DNA

0,5 pg DNA wurden mit 5 U Enzym in eéinem Volumen von 20 pl fir 1 h bei 37 °C
inkubiert. Wenn nétig, wurden die Enzyme durch 10 min Inkubation bei 70 °C inak-
tiviert. 10 pul Aligquots der Ansétze wurden zur analytischen Gelelektrophorese (4.12)
eingesetzt.
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4.11.2 Phagen-DNA

Fur die Restriktion der Phagen-DNA wurden ausschliefdlich Enzyme verwendet, die
nicht in den Vektorarmen schneiden. Die Ansédtze enthielten jeweils 10 ug DNA,
sowie 30-40 U Enzym. Die Inkubationszeiten betrugen 6-12 h.

Die Reaktionen wurden durch mindestens 10mindtiges Erhitzen auf 70 °C beendet.
Durch die Hitzebehandlung werden gleichzeitig die Vektorarme voneinander gel6st
und die hochmolekularen DNA-Fragmente wahrend der praparativen Gelelektropho-
rese (4.12) besser aufgetrennt. (Bei der Verpackung der Phagengenome in die Capsi-
de entstehen kohéasive Enden. Isoliert man die lineare DNA aus dem Capsid, kénnen
sich diese Enden verbinden, so dal3 entweder ringformige Strukturen oder Tandem-
Anordnungen entstehen).

4.12 Gelelektrophorese

Analytische Gelelektrophoresen von Aliquots der Versuchsansétze wurden routine-
maiig zur Erfolgskontrolle eingesetzt. Praparative Gelelektrophoresen wurden fir
Southern Blot-Analysen (4.13) und zur Isolation bestimmter DNA-Fragmente (4.7.6)
durchgefiihrt. Vor dem Auftragen wurden die Proben mit Probenpuffer versetzt
(180 mM TrisBase, 180 mM Borsdure, 5 mM EDTA, 40% (w/v) Saccharose,
0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 0,25 % (w/v) Xylencyanol FF).

Fur die Gele wurde die entsprechende Menge Agarose mit TBE-Puffer (90 mM
TrisBase, 90 mM Borsaure, 2,5 mM EDTA) aufgekocht und auf ca. 40 °C abge-
kuhlt. 1-2 %ige Gele wurden in Plexiglaskammern (K. Unger, Pflanzenphysiologie)
gegossen. Die elektrophoretische Trennung der DNA-Fragmente erfolgte 1-2 h bel
Feldstérken von 5 V/cm (Elektrophoresekammer Eigenbau, K. Unger, Albrecht-von-
Haller-Institut). Zur Auftrennung gréf3erer Fragmente aus Restriktionsanalysen von
Phagen-DNA wurden 0,8 %ige Gele verwendet. Die Elektrophorese lief dann Uber
Nacht bel Feldstdrken von 1-2V/cm (Elektrophoresekammer Modell Horizon™
11-14 oder 20-25, Gibco BRL, Eggenstein).
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Zur Bestimmung der Fragmentgrof3en wurden DNA-Lé&ngenstandards aufgetragen.
Neben kommerziell erhdltlichen DNA-Lé&ngenstandards wurden selbsterstellte Plas-
mid-Standards von Dr. A. Wolf und Dr. M. Giersberg zur Verfligung gestellt (Lan-
genin bp):

A-Standard: 6.991, 5.086, 3.992, 2.999, 2.357, 1.652, 1.389, 1.077, 516
BaP-Standard: 32.710, 10.630, 4.000
M-Standard: 710, 498, 404, 367, 242, 190, 147, 118, 110, 67, 57

Nach dem Gellauf wurde die DNA mit Ethidiumbromid geférbt, unter UV-Licht
kontrolliert (UV-Leuchttisch LKB 2011 MACP Transillumin, Pharmacia, Freiburg)
und fotografisch dokumentiert (Polaroid DS-34 Direct Screen Instant Camera).

4.13 Southern Blot

Hybridisierungsanalysen nach Southern (1975) wurden durchgefihrt, um Restrikti-
onsfragmente mit speziellen Gensequenzen zu identifizieren. Dazu wurde genomi-
sche Phagen-DNA mit Restriktionsendonucleasen fragmentiert (4.11.2) und in 0,8 %
Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt (4.12).

4.13.1 Gelvorbehandlung

Vor der Ubertragung wurde die DNA im Gel fragmentiert und denaturiert. Dazu
wurde das Gel erst 20 min unter leichtem Schwenken mit 0,25 N HCl behandelt,
danach kurz mit H,O gespult und in Denaturierungsl6sung tberfihrt. Nach Erneuern
der Denaturierungslésung und insgesamt 50 min Inkubation wurde das Gel nach er-

neutem Waschen 30 min in Neutralisierungslésung inkubiert.

4.13.2 Ubertragung der DNA

Die Phagen-DNA-Fragmente wurden Uber Nacht durch Kapillarkréfte auf Nytran-
membranen (Nytran 12 N Membranen, Schleicher & Schill, Géttingen) tbertragen
(Sambrook et a. 1989). Als Trager diente 20x SSC, das Uber eine Briicke aus Flief3-
papier (Flief3papier 003 oder 004, Schleicher & Schill, Géttingen) durch das Gel zur
Membran gelangte. Die Membran wurde durch Erhitzen bei 80 °C fir 90 min fixiert.
Die Vollstandigkeit der Ubertragung wurde durch UV-Licht tiberpriift.
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4.13.3 Biotin-markierte Sonden

Die Markierung mit Biotin-gekoppelten Nucleotiden erfolgte analog zur radioaktiven
Markierung (4.9.1) mit random priming durch Oligonucleotide. Dazu wurden Ready-
to-go DNA Labelling Beads (Pharmacia, Freiburg) mit Biotin-14-dCTP (Gibco BRL,
Eggenstein) eingesetzt.

4.13.4 Hybridisierung mit Biotin-markierten Sonden

Die Membran wurde in 6x SSC angefeuchtet und in 100 ml Préhybridisierungs 6-
sung 1h bei 65°C inkubiert. Nach Uberfiihrung in 75 ml Hybridisierungs 6sung
wurde erneut 1 h bei 65 °C inkubiert. Auf die Zugabe der denaturierten Sonde folgte
Inkubation tber Nacht bei 50 °C.

Wurde die Hybridisierung mit gleichen Sonden wiederholt, erfolgte nach der Vorin-
kubation in Hybridisierungsldsung alternativ ein weiterer Losungswechsel: Eingefro-
rene Hybridisierungslsung mit Sonde wurde denaturiert und erneut zur Hybridisie-
rung eingesetzt. Die Nachbehandlung der Membran wurde nach Anleitung des
Biotin-Blot Clone Detection Manuals (Bio-Rad, Miinchen) durchgefiihrt. Die Farb-
reaktion erfolgte mit Reagenzien von Sigma nach Angaben des Herstellers. Hybridi-
sierungen mit radioaktiv markierten Sonden wurden durchgefihrt wie unter 4.9.4 fir

Plaquelifts beschrieben.

Prahybridisierungs 6sung: 4ax SSC
1 % (v/v) SDS-Stammldsung (10 %)
Hybridisierungsl 6sung: ax SSC
5x Denhardts Reagenz

01 % (v/iv) SDS-Stamml6sung (10 %)

Denhardts Reagenz: %  (w/v) Ficoll 400

%  (w/v) Polyvinylpyrollidon-360

NN



Material & Methoden 78

4.14 Ligation von DNA-Fragmenten

Um Fragmente mit kohasiven Enden zu erzeugen, wurden PCR-Produkte und V ektor
pBluescript KS durch Behandlung mit einer oder zwei Restriktionsendonucleasen
gespalten (4.11). Die Reinigung der Ansédtze erfolgte durch Phenol-Chloroform-
Extraktion (4.7.1) und Sephacryl S-200 Schleudersdulen (4.7.2). PCR-Produkte, die
mit stumpfen Enden in Vektor pUC 18 kloniert werden sollten, wurden ohne vorhe-

rige Restriktion in gleicher Weise gereinigt.

Fur PCR-Produkte und Vektoren mit kohasiven Enden wurde Ready-To-Go T4 DNA
Ligase (Pharmacia, Freiburg) eingesetzt, fir PCR-Produkte mit stumpfen Enden das
SureClone Ligation Kit (Pharmacia, Freiburg). Das molare Verhdtnis von Fragment-
zu Vektor-DNA betrug bel der Ligation von Fragmenten mit koh&siven Enden
2-3: 1, bei stumpfen Enden 4-8: 1.

4.15 Transfor mation von E. coli

Fir Standard-Transformationen wurden E. coli DH5a-Zellen (4.3.1) mit Calcium-
chlorid fur die Aufnahme von Plasmid-DNA kompetent gemacht (Cohen et al.
1972), Protokoll nach Sambrook et al. 1989). Zur Transformation wurden bis zu 5 pl
Plasmid-DNA mit 200 pl kompetenten Zellen vermischt und 30 min auf Eis inku-
biert. Nach kurzem Erhitzen auf 42°C (90 s), wurde anschlief3end auf Eis gekuhlt
und die Zellen zur Expression der Antibiotikaresistenz mit 800 pl NZY-Medium
30 min bel 37 °C geschiittelt.

Nach der Inkubation wurden die Zellen durch kurze Zentrifugation im unteren Be-
reich des Reaktionsgefél3es konzentriert, in ca 100 pl NZY resuspendiert und auf
NZY-Agarplatten mit 75 mg/ml Ampicillin plattiert. Zur schnellen Analyse Ampi-
cillin-resistenter Kolonien wurde PCR eingesetzt (4.6.3).
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4.16 Plasmidisolierung

Die Plasmidisolierung erfolgte mit dem Nucleobond AX Plasmidisolierungskit
(Macherey & Nagel, Diren) oder QlAfilter Plasmid Midi/Mini Kit (Qiagen, Hilden).
Die isolierten Plasmide wurden mit Restriktionsendonucleasen inkubiert, um die

enthaltenen Fragmente zu analysieren (4.11.1).

4.17 DNA-Sequenzierung

Fir Plasmidsequenzierungen (4.6.4) wurden zunéchst die Standardprimer m13 und
m13 reverse (4.4) eingesetzt, deren Sequenzen in den multiplen Klonierungsstellen
der verwendeten Vektoren liegen. Anhand der eingel esenen Sequenzen wurden dann
fortlaufend neue Oligonucleotide synthetisiert und zur weiteren Sequenzanalyse ein-
gesetzt (primer walking).

Die Sequenzierungsreaktionen aus 4.6.4 wurden in dem computergesteuerten Elek-
trophorese- und Fluoreszenzdetektions-System ABI Prism™ 310 (Perkin Elmer
Applied Biosystems, Weliterstadt) aufgetrennt. Die erzielten Leseweiten betrugen
400-500 bp.

4.18 Computer gestiitzte Sequenzanalysen

Zur Analyse von Nucleotid- und Aminosduresequenzen wurden zunéchst die Roh-
daten (Chromatogramme) des Elektrophoresel aufes mit dem Programm ABI Prism™
Sequencing Analysis 3.0 editiert. Anschlief3end wurden die Sequenzen mit der DNA-
Analyse Software MacVector (IBl) analysiert (Suche nach offenen Leserastern zur
Trandation, coding probability Berechnungen, codon usage Bestimmungen, Sekun-
darstrukturvorhersagen etc.). Zur Vorhersage von Transmembransequenzen wurde
aulerdem das Programm TMpred (Hofmann & Stoffel 1993) eingesetzt. Dieses Pro-
gramm identifiziert Transmembranregionen und versucht, ihre Orientierung vorher-
zusagen. Die Vorhersagen stiitzen sich auf die statistische Analyse der Datenbank
TMbase, eine Sammlung aller bekannten Transmembranproteine der Sequenzdaten-

bank Swissprot.
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Waéhrend der fortschreitenden Sequenzierung eines bestimmten Klones wurden
Uberlappende Sequenzdaten mit dem Programm AssemblyLign (I1BI) lokalisiert und
zusammengesetzt.

Parallele Mehrfachabgleiche (multiple Alignments) wurden mit den Programmen
Clustal V (Higgins & Sharp 1988) und Clustal W (Thompson et al. 1994, Online-
Version) durchgefiihrt. Zur Bestimmung des prozentualen Anteils identischer bzw.
ahnlicher Aminoséuren in zwei Sequenzen wurde die Online-Version des Programms
BLAST benutzt (Altschul et al. 1990; Zhang & Madden 1997).

4.19 Analysen von voltage clamp-Daten

Die Messungen an Xenopus laevis Oocyten wurden von Sabrina Gazzarrini (Univer-
sitdt Mailand, Italien) durchgefihrt.

Die Plasmide pSKcv bzw. pSKcvF66A wurden mit dem Enzym Nsil linearisiert und
mit T7 RNA Polymerase (Promega Riboprobe II Core System) in vitro transkribiert.
Die so gewonnene mRNA wurde X. laevis Oocyten injiziert (maximal 1ng/50 nl).

Fur Ganzzell ableitungen wurde das herkdmmliche voltage clamp-Verfahren mit zwel
intrazelluldren Elektroden angewendet (Gene Clamp 500 Verstarker und
pCLAMPS.5 Software, beides Axon Instruments, USA). Beide Elektroden waren mit
3 M KCl gefillt. Die Oocyten wurden kontinuierlich mit Badldsung umsplilt.

Badl6sung 50 mM KCI
1,8 mM CaCl,
1 mM MgCl,
5 mM  HepegLiOH, pH 7,4

Die Osmolaritét der L 6sung wurde mit Mannitol auf 215 mM eingestellt.

Die gewonnenen Daten wurden mit den Programmen Clampfit (Axon Instruments)
und Ecxel 4.0 (Microsoft) analysiert (4.1).



Literaturverzeichnis 81

5 LITERATURVERZEICHNIS

5.1 Artikel & Bucher

Abrams, C.J., Davies, N.W., Shelton, P.A. & Stanfield, P.R. (1996) Therole of a
single aspartate residue in ionic selectivity and block of a murine inward rectifier
K* channel Kir2.1. Journal of Physiology 493, 643-49

Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, EW. & Lipman, D.J. (1990) Basic local
alignment tool. Journal of Molecular Biology 215, 403-10

Anderson, JA., Huprikar, S.S., Kochian, L.V., Lucas, W.J. & Gaber, R.F. (1992)
Functional expression of a probable Arabidopsis thaliana potassium channel in
Saccharomyces cerevisiae. Proceedings of the National Academy of Sciences USA
89, 3736-40

Andersson, S.G.E., Zomorodipour, A., Andersson, J.O., Sicheritz-Pontén, T.,
Alsmark, U.C.M., Podowski, R.M., Noslund, K., Eriksson, A.S., Winkler, H.H. &
Kurland, C.G. (1998) The genome sequence of Rickettsia prowazekii and the origin
of mitochondria. Nature 396, 133-40

Ashcroft, F.M., Kerr, A.J., Gibson, J.S. & Williams, B.A. (1991) Amantadine and
sparteine inhibit ATP-regulated K*-currents in the insulin-secreting beta-cell line
HIT-T15. British Journal of Pharmacology 104, 579-84

Bamford, D.H., Caldenty, J. & Bamford, J.K.H. (1995) Bacteriophage PRD1.:
abroad host range dsDNA tectivirus with an internal membrane. Advancesin Virus
Research 45, 281-319

Barhanin, J., Lesage, F., Guillemare, E., Fink, M., Lazdunski, M. & Romey, G.
(1996) KvLQT1 and IsK (minK) proteins associate to form the Ik cardiac potas-
sium current. Nature 384, 78-80

Bauer, C.K., Fak, T. & Schwarz, J.R. (1996) An endogenous inactivating inward-
rectifying potassium current in oocytes of Xenopus laevis. Pflugers Archive 432,
812-20

Becker, B.E. (1991) Untersuchungen zur Charakterisierung von Chlorellaviren.
Gottinger Dissertationen 15, Hartung-Gorre Verlag, Konstanz

Becker, D., Dreyer, I, Hoth, S., Reid, J.D., Busch, H., Lehnen, M., Pame, K. &
Hedrich, R. (1996) Changesin voltage activation, Cs" sensitivity and ion perme-
ability in H5 mutants of the plant K* channel KAT1. Proceedings of the National
Academy of Sciences USA 93, 8123-28



Literaturverzeichnis 82

Benson, S.D., Bamford, JK.H., Bamford, D.H. & Burnett, R.M. (1999): Viral evo-
lution revealed by bacteriophage PRD1 and human adenovirus coat protein struc-
tures. Cell 98, 825-33

Brendel, V., Bucher, P., Nourbakhsh, I., Blaisdell, B.E. & Karlin, S. (1992) Methods
and algorithms for statistical analysis of protein sequences. Proceedings of the Na-
tional Academy of Sciences USA 89, 2002-6

Chen, F. & Suttle, C.A. (1996) Evolutionary relationships among large double-
stranded DNA viruses that infect microalgae and other organisms as inferred from
DNA polymerase genes. Virology 219, 170-78

Church, G.M. & Gilbert, W. (1984) Genomic sequencing. Proceedings of the Na-
tional Academy of Sciences USA 81, 1991-95

Ciampor, F., Bayley, P.M., Nermut, M.V ., Hirst, A., Sugrue, R.J. & Hay, A.J. (1992)
Regulation of pH by the M2 Protein of influenza A viruses. Virus Research 22,
247-58

Cohen, S.N., Chang, A.C.Y. & Hsu, L. (1972) Nonchromosomal antibiotic resistance
in bacteria: Genetic transformation of Escherichia coli by R-factor DNA. Pro-
ceedings of the National Academy of Sciences USA 69, 2110

Dascal, N. (1987) The use of Xenopus oocytes for the study of ion channels. Critical
Reviews in Biochemistry 22, 317-87

Derst, C. & Karschin, A. (1998) Evolutionary link between prokaryotic and eukary-
otic K* channels. Journal of Experimental Biology 201, 2791-99

Doyle, D.A., Cabrdl, JM., Pfuetzner, R.A., Kuo, A., Gulbis, JM., Cohen, S.L.,
Chait, B.T. & MacKinnon, R. (1998) The structure of the potassium channel:
Molecular basis of K™ conduction and selectivity. Science 280, 69-77

Engelman, D.M., Steitz, T.A. & Goldman, A. (1986) Identifying nonpolar transbi-
layer helices in amino acid sequences of membrane proteins. Annual Review of
Biophysics and Biophysical Chemistry 15, 321-53

Fan, J.S., Jang, M., Dun, W., McDonald, T.V. & Tseng, G.N. (1999) Effects of
outer mouth mutations on hERG channel function: a comparison with similar mu-
tations in the Shaker channel. Biophysical Journal 76, 3128-40

Francki, R.1.B., Fauquet, C.M., Knudson, D.L. & Brown, F. (1991) Classification
and Nomenclature of Viruses. Fifth Report of the International Committee on Tax-
onomy of Viruses. Springer Verlag, Wien, New Y ork

Freeman, S.E., Dawson, R.M., Culvenor, A.J. & Keeghan, A.M. (1985) Interactions
of amantadine with the cardiac muscarinic receptor. Journal of Molecular and
Cellular Cardiology 17, 9-21



Literaturverzeichnis 83

Gandhi, C.S., Shuck, K., Lear, J.D., Dieckmann, G.R., DeGrado, W.F., Lamb, R.A.
& Pinto, L.H. (1999) Cu(ll) inhibition of the proton translocation machinery of the
influenza A virus M2 protein. Journal of Biological Chemistry 274, 5474-82

Ganetzky, B., Robertson, G.A., Wilson, G.F., Trudeau, M.C. & Titus, SA. (1999)
The EAG family of K* channelsin Drosophila and mammals. Annals of the New
York Academy of Sciences 868, 356-69

Goldstein, SA., Price, L.A., Rosenthal, D.N. & Pausch, M.H. (1996) ORK1, a potas-
sium-selective leak channel with two pore domains cloned from Drosophila mela-
nogaster by expression in Saccharomyces cerevisiae. Proceedings of the National
Academy of Sciences USA 93, 13256-61

Graves, M.V. & Meints, R.H. (1992) Characterization of the major capsid protein
and cloning of its gene from algal virus PBCV-1. Virology 188, 198-207

Ha, H.C., Sirisoma, N.S., Kuppusamy, P., Zweier, J.L., Woster, P.M. &
Casero, R.A.J. (1998) The natural polyamine spermine functions directly as afree
radical scavenger. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 95,
11140-45

Hanahan, D.J. (1985) Techniques for transformation of E.coli. In: DNA cloning.
(D.M. Glover, ed.) pp. 109-135, IRL Press, Oxford

Hausdorf, S.F., Goldstein, S A.N., Rushin, E.E. & Miller, C. (1991) Functional
characterization of aminimal K* channel expressed from a synthetic gene.
Biochemistry 30, 3341-46

Heginbotham, L., Lu, Z., Abramson, T. & MacKinnon, R. (1994) Mutationsin the
K* channel signature sequence. Biophysical Journal 66, 1061-67

Henry, E.C. & Meints, R.H. (1992) A persistent virus infection in Feldmannia
(Phaeophyceage). Journal of Phycology 28, 517-26

Higgins, D.G. & Sharp, P.M. (1988) CLUSTAL: a package for performing multiple
alignments on a microcomputer. Gene 73, 237-44

Hille, B. (1992) lonic channels of excitable membranes. Sinauer, Sunderland, MA

Ho, S.N., Hunt, H.D., Horton, R.M., Pullen, JK. & Pease, L.R. (1989) Site-directed
mutagenesis by overlap extension using the polymerase chain reaction. Gene 77,
51-59

Hofmann, K. & Stoffel, W. (1993) TMbase - A database of membrane spanning
protein segments. Biological Chemistry 374, 166-70

Holsinger, L.J. & Lamb, R.A. (1991) Influenzavirus M2 integral membrane protein
is a homotetramer stabilized by formation of disulfide bonds. Virology 183, 32-43



Literaturverzeichnis 84

Horton, R.M. (1997) In vitro recombination and mutagenesis of DNA. In: PCR
Cloning Protocols: From molecular cloning to genetic engineering (B.A. White,
ed.) S. 141-49, Humana Press Inc., Totowa, N.J.

Hoth, S. & Hedrich, R. (1999) Distinct molecular bases for pH sensitivity of the
guard cell K* channels KST1 and KAT1. Journal of Biological Chemistry 274,
11599-603

Kaiser, A., Vollmert, M., Tholl, D., Graves, M.V., Gurnon, JR., Xing, W., Lisec, A.,
Nickerson, K.W. & Van Etten, J.L. (1999) Chlorellavirus PBCV-1 encodes a
functional homospermidine synthase. Virology 263, 254-62

Karschin, A., Wischmeyer, E., Doéring, F. & Karschin, C. (1997) Kaiumeinwarts-
gleichrichter - urspringliche Kanalstrukturen als Basis funktioneller Vielfalt.
Neuroforum 4, 127-32

Kawakami, H. & Kawakami, N. (1978) Behaviour of avirusin a symbiotic system,
Paramecium bursaria Zoochlorella. Journal of Protozoology 25, 217-25

Ketchum, K.A., Joiner, W.J.,, Sellers, A.J., Kaczmarek, L.K. & Goldstein, SA.
(1995) A new family of outwardly rectifying potassium channel proteins with two
pore domains in tandem. Nature 376, 690-95

Kornhuber, J., Weller, M., Schoppmeyer, K. & Riederer, P. (1994) Amantadine and
memantine are NMDA receptor antagonists with neuroprotective properties.
Journal Of Neural Transmission. Supplementum 43, 91-104

Kubo, Y., Baldwin, T.J,, Jan, Y.N. & Jan, L.Y. (1992) Primary structure and function
of amouse inward rectifier potassium channel. Nature 362, 127-33

Kutish, G.F., Li, Y., Lu, Z., Furuta, M., Rock, D.L. & Van Etten, J.L. (1996) Analy-
sis of 76 kb of the chlorellavirus PBCV-1 330-kb genome: Map positions 182 to
258. Virology 223, 303-17

Kyte, J. & Dooalittle, R.F. (1982) A simple method for displaying the hydropathic
character of aprotein. Journal of Molecular Biology 157, 105-32

Lamb, R.A. & Pinto, L.H. (1997) Do Vpu and Vpr of Human Immunodeficiency
Virustype 1 and NB of Influenza B Virus have an ion channel activity?
Virology 229, 1-11

Lesage, F., Attali, B., Lakey, J., Honore, E., Romey, G., Faurobert, E., Lazdunski, M.
& Barhanin, J. (1993) Are Xenopus ocytes unique in displaying functional 1sK
channel heterologous expression? Receptors and Channels 1, 143-52

Lesage, F., Reyes, R., Fink, M., Duprat, F., Guillemare, E. & Lazdunski, M. (1996)
Dimerization of TWIK K* channel subunits via a disulfide bridge.
EMBO Journal 15, 6400-07



Literaturverzeichnis 85

Li, M., Jan, Y.N. & Jan, L.Y. (1992) Specification of subunit assembly by the hydro-
philic amino-termina domain of the shaker potassium channel. Science 257,
1225-30

Li, Y., Lu, Z., Burbank, D.E., Kutish, G.F., Rock, D.L. & Van Etten, J.L. (1995)
Analysis of 43 kb of the Chlorellavirus PBCV-1 330-kb genome: Map positions 45
to 88. Virology 212, 134-50

Li, Y., Lu, Z.,, Sun, L., Ropp, S, Kutish, G., Rock, D.L. & Van Etten, J.L. (1997)
Analysisof 76 kb of DNA located at the right end of the 330-kb Chlorellavirus
PBCV-1 genome. Virology 237, 360-77

Liman, E.R., Hess, P., Weaver, P. & Koren, G. (1991) Voltage-sensing residuesin
the $4 region of amammalian K* channel. Nature 353, 752-56

Liman, E.R., Tytgat, J. & Hess, P. (1992) Subunit stoichiometry of a mammalian K*
channel determined by construction of multimeric cDNAs. Neuron 9, 861-71

Lopatin, A.N., Makhina, E.N. & Nichols, C.G. (1994) Potassium channel block by
cytoplasmic polyamines as the mechanism of intrinsic rectification.
Nature 372, 366-69

Lu, Z.Q., Li, Y., Zhang, Y .P., Kutish, G.F., Rock, D.L. & Van Etten, J.L. (1995)
Analysis of 45 kb of DNA located at the left end of the Chlorellavirus PBCV-1 ge-
nome. Virology 206, 339-52

Lu, Z., Li, Y., Que, Q., Kutish, G.F., Rock, D.L. & Van Etten, J.L. (1996) Anaysis
of 94 kb of the chlorella virus PBCV-1 330-kb genome: Map positions 88 to 182.
Virology 216, 102-23

Macaulay, C. & McFadden, G. (1989) Tumorigenic poxviruses. Characterization of
an early promotor from Shope fibromavirus. Virology 172, 237-46

MacDonad, T.V., Yu, Z., Ming, Z., Pama, E., Meyers, M.B., Wang, K.W., Gold-
stein, S.A.N. & Fishman, G.I. (1997) A minK-hERG complex regulates the cardiac
potassium current |k . Nature 388, 289-92

MacKinnon, R. (1991) Determination of the subunit stoichiometry of a voltage-
activated potassium channel. Nature 350, 232-35

Matsubayashi, H., Swanson, K.L. & Albuquerque, E.X. (1997) Amantadine inhibits
nicotinic acetylcholine receptor function in hippocampal neurons. Journal of Phar-
macol ogy and Experimental Therapeutics 281, 834-44

Meints, R.H., Van Etten, J.L., Kuczmarski, D., Lee, K. & Ang, B. (1981)
Viral infection of the symbiotic Chlorella-like alga present in Hydra viridis.
Virology 113, 698-703

Meints, R.H., Lee, K., Burbank, D.E. & Van Etten, J.L. (1984) Infection of a
Chlorella-like algawith the virus, PBCV-1: Ultrastructural studies. Virology 138,
341-46



Literaturverzeichnis 86

Meészaros, J., Kelemen, K., Mark R., Kecskeméti, V. & Szegi, J. (1982) Inhibition of
myocardial K™ channels by bromobenzoyl-methyladamantylamine, an adamantane
derivative. European Journal of Pharmacology 84, 151-60

Milkman, R. (1994) An Escherichia coli homologue of eukaryotic potassium channel
proteins. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 91, 3510-14

Minor, D.L.J., Masseling, S.J., Jan, Y.N. & Jan, L.Y. (1999) Transmembrane struc-
ture of an inwardly rectifying potassium channel. Cell 96, 879-91

Mdiller, D.G., Kawai, H., Stache, B. & Lanka, S. (1990) A virusinfection in the ma-
rine brown alga Ectocar pus silicul osus (Phaeophyceae). Botanica Acta 103, 72-82

Mdiller, D.G. & Stache, B. (1992) Worldwide occurrence of virusinfectionsin fila-
mentous marine brown algae. Helgol&nder Meeresuntersuchungen 46, 1-8

Mdller, D.G. & Parodi, E. (1993) Transfer of amarine DNA virus from Ectocarpus
to Feldmannia (Ectocarpal es, Phaeophyceae). Protoplasma 175, 121-25

Mdiller, D.G., Kapp, M. & Knippers, R. (1998) Viruses in marine brown algae.
Advances in Virus Research 50, 49-67

Nishida, K., Suzuki, S., Kimura, Y., Nomura, N., Fujie, M. & Yamada, T. (1998)
Group | introns found in Chlorella viruses: Biological implications.
Virology 242,319-26

Numberger, M. & Draguhn, A. (1996) Patch-Clamp-Technik. Labor im Fokus,
Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin, Oxford

Owen, JM., Quinn, C.C., Leach, R., Findlay, J.B. & Boyett, M.R. (1999) Effect of
extracellular cations on the inward rectifying K™ channels Kir2.1 and Kir3.1/Kir3.4.
Experimental Physiology 84, 471-88

Papazian, D.M. (1999) Potassium channels. some assembly required.
Neuron 23, 7-10

Filler, S.C., Ewart, G.D., Premkumar, A., Cox, G.B. & Gage, P.W. (1996) Vpr pro-
tein of human immunodeficiency virus type 1 forms cation-selective channelsin
planar lipid bilayers. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 93,
111-15

Pinto, L.H., Holsinger, L.J. & Lamb, R.A. (1992) Influenza virus M2 protein hasion
channel activity. Cell 69, 517-28

Plugge, B., Becker, B. & Wolf, A.H. (1999) Several genesin chlorellavirus strain
CV G-1 encode putative virion components. Journal of General Virology 80,
1067-72

Plugge, B., Gazzarrini, S., Nelson, M., Cerrana, R., Van Etten, J.L., Derst, C., Di-
Francesco, D., Moroni, A. & Thiel, G. (2000) A new potassium channel encoded
by chlorellavirus PBCV-1. Eingereicht bei Science (10/99)



Literaturverzeichnis 87

Que, Q.D., Li, Y., Wang, I.N., Lane, L.C., Chaney, W.G. & Van Etten, J.L. (1994)
Protein glycosylation and myristylation in chlorellavirus PBCV-1 and its antigenic
variants. Virology 203, 320-27

Raganathan, R. (1994) Evolutionary origins of ion channels.
Proceedings of the National Academy of Sciences USA 91, 3484-86

Reisser, W. (1984) The taxonomy of green algae endosymbiotic in ciliatesand a
sponge. Bryology and Phycology 19, 309-18

Reisser, W., Becker, B. & Klein, T. (1986) Studies on ultrastructure and host range
of aChlorella attacking virus. Protoplasma 135, 162-65

Reisser, W., Burbank, D.E., Meints, S M., Meints, R.H., Becker, B. & Van Etten,
J.L. (1988) A comparison of viruses infecting two different Chlorella-like green al-
gee. Virology 167, 143-49

Reisser, W. & Widowski, M. (1992) Taxonomy of eukaryotic algae endosymbiotic in
freshwater associations. In: Algae and symbioses (W. Reisser, ed.) S. 21-40,
Biopress Limited, Bristol, England

Sabirov, R.Z., Tominaga, T., Miwa, A., Okada, Y. & Oiki, S. (1997) A conserved
arginine residue in the pore region of an inward rectifier K* channel (IRK1) asan
external barrier for cationic blockers. Journal Of General Physiology 110, 665-77
[published erratum appearsin J. Gen. Physiol. (1998) 111, 395].

Saitou, N. & Nei, M. (1987) The neighbor-joining method: a new method for recon-
structing phylogenetic trees. Molecular and Biological Evolution 4, 406-25

Sambrook, J., Fritsch, E.F. & Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning. A Laboratory
Manual. Cold Spring Harbour Laboratory, Cold Spring Harbour

Sanger, F., Nicklen, S. & Coulsen, A.R. (1977) DNA sequencing with chain-
termination inhibitors. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 74,
5463-67

Sanguinetti, M.C., Curran, M.E., Zou, A., Shen, J., Spector, P.S., Atkinson, D.L. &
Keating, M.T. (1996) Coassembly of KvLQT1 and MinK (Isk) proteinsto form
cardiac | (ks potassium channel. Nature 384, 80-83

Schlesinger, M.J. & Schlesinger, S. (1987) Domains of virus glycoproteins.
Advancesin Virus Research 33, 1-44

Schrempf, H., Schmidt, O., Kimmerlen, R., Hinnah, S.D.M., Betzler, M.,
Steinkamp, T. & Wagner, R. (1995) A prokaryotic potassium ion channel with two
predicted transmembrane segments from Streptomyces lividans. EMBO Journal 14,
5170-78



Literaturverzeichnis 88

Schubert, U., Ferrer-Montiel, A.V., Oblatt-Montal, M., Henklein, P., Strebel, K. &
Montal, M. (1996) Identification of an ion channel activity of the V pu transmem-
brane domain and its involvement in the regulation of virus release from HIV-1-
infected cells. FEBS Letters 398, 12-18

Schuster, A.M., Graves, M., Korth, K., Ziegelbein, M., Brumbaugh, J., Grone, D. &
Meints, R.H. (1990) Transcription and sequence studies of a4.3-kbp fragment from
adsDNA eukaryotic alga virus. Virology 176, 515-23

Sengco, M.R., Brautigam, M., Kapp, M. & Miiller, D.G. (1996) Detection of virus
DNA in Ectocarpus siliculosus and Ectocar pus fascicul atus (Phaeophyceae) from
various geographic areas. European Journal of Phycology 31, 73-78

Shieh, R.C., Chang, J.C. & Arreola, J. (1998) Interaction of Ba®* with the pores of
the cloned inward rectifier K* channels Kir2.1 expressed in Xenopus oocytes.
Biophysical Journal 75, 2313-22

Shih, T.M. & Goldin, A.N. (1997) Topology of the Shaker potassium channel probed
with hydrophilic epitope insertions. Journal of Cell Biology 136, 1037-45

Shimbo, K., Brassard, D.L., Lamb, R.A. & Pinto, L.H. (1995) Viral and cellular
small integral membrane proteins can modify ion channels endogenous to Xenopus
oocytes. Biophysical Journal 69, 1819-29

Skrdla, M.P., Burbank, D.E., Xia, Y., Meints, R.H. & Van Etten, J.L. (1984) Struc-
tural proteinsand lipidsin avirus, PBCV-1, which replicatesin aChlorella-like
alga. Virology 135, 308-15

Songsri, P., Hiramatsu, S., Fujie, M. & Yamada, T. (1997) Proteolytic processing of
chlorellavirus CVK2 capsid proteins. Virology 227, 252-54

Southern, E.M. (1975) Detection of specific sequences among DNA fragments sepa-
rated by gel electrophoresis. Journal of Molecular Biology 98, 503-17

Sugrue, R.J. & Hay, A.J. (1991) Structural characteristics of the M2 protein of influ-
enza A viruses: Evidence that it forms atetrameric channel. Virology 180, 617-24

Sunstrom, N.A., Premkumar, L.S., Premkumar, A., Ewart, G., Cox, G.B. &
Gage, P.W. (1996) lon channels formed by NB, an influenza B virus protein.
Journal of Membrane Biology 150, 127-32

Takumi, T., Ohkubo, H. & Nakanishi, S. (1988) Cloning of a membrane protein that
introduces a slow voltage-gated potassium current. Science 242, 1042-45

Thompson, J.D., Higgins, D.G. & Gibson, T.J. (1994) CLUSTAL W: Improving the
sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence weighting,
position specific gap penalties and weight matrix choice.

Nucleic Acids Research 22, 4673-80



Literaturverzeichnis 89

Tosteson, M.T., Pinto, L.H., Holsinger, L.J. & Lamb, R.A. (1994) Reconstitution of
the influenza virus M2 ion channel in lipid bilayers.
Journal of Membrane Biology 142, 117-26

Trudeau, M.C., Warmke, JW., Ganetzky, B. & Robertson, G.A. (1995) hERG, a
human inward rectifier in the voltage-gated potassium channel family.
Science 269, 92-95

Van Etten, J.L., Meints, R.H., Kuczmarski, D., Burbank, D.E. & Lee, K. (1982)
Viruses of symbiotic Chlorella-like algae isolated from Paramecium bursaria and
Hydra viridis. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 79, 3867-71

Van Etten, J.L., Burbank, D.E., Xia, Y. & Meints, R.H. (1983) Growth cycle of a
virus, PBCV-1, that infects a Chlorella-like algae. Virology 126, 117-25

Van Etten, J.L., Burbank, D.E., Schuster, A.M. & Meints, R.H. (1985) Lytic viruses
infecting a Chlorella-like alga. Virology 140, 135-43

Van Etten, JL., Lane, L.C. & Meints, R.H. (1991) Viruses and viruslike particles of
eukaryotic algae. Microbiological Reviews 55, 586-620

Van Etten, J.L. (1995) Phycodnaviridae. In: Virus Taxonomy (F.A. Murphy, C.M.
Fauguet, D.H.L Bishop, S.A. Ghabria, A.W. Jarviset. al., eds.) S. 100-03,
Springer Verlag, New Y ork

Van Etten, JL. & Meints, R.H. (1999) Giant viruses infecting algae.
Annual Reviewsin Microbiology 53, 447-94

Véry, A.A., Bosseux, C., Gaymard, F., Sentenac, H. & Thibaud, J.B. (1994) Level of
expression in Xenopus oocytes affects some characteristics of a plant inward recti-
fying voltage-gated K™ channel. Pflugers Archive 428, 422-24

Wang, I.N., Li, Y., Que, Q., Bhattacharya, M., Lane, L.C., Chaney, W.G. &
Van Etten, J.L. (1993a) Evidence for virus-encoded glycosylation specificity.
Proceedings of the National Academy of Sciences USA 90, 3840-44

Wang, C., Takeuchi, K., Pinto, L.H. & Lamb, R.A. (1993b) lon channel activity of
influenza A virus M2 protein: characterization of the amantadine block.
Journal of Virology 67, 5585-94

Warburg, O. & Christian, W. (1942) Isolierung und Kristallisation des Garungsfer-
mentes Enolase. Biochemische Zeitschrift 310, 384-421

We, A., Jegla, T. & Salkoff, L. (1996) Eight potassium channel families revealed by
the C. elegans genome project. Neuropharmacol ogy 35, 805-29

Willis, D.C., ed. (1985) Iridoviridae. Current topicsin Microbiology and
Immunology 116, Springer Verlag, Berlin, New Y ork



Literaturverzeichnis 90

Xia, Y.N. & Van Etten, J.L. (1986a) DNA methyltransferase induced by PBCV-1
virus infection of a Chlorella-like green alga. Molecular and Cellular Biology 6,
1440-45

Xia, Y.N., Burbank, D.E., Uher, L., Rabussay, D. & Van Etten, J.L. (1986b) Restric-
tion endonuclease activity induced by PBCV-1 virus infection of a Chlorella-like
green alga. Molecular and Cellular Biology 6, 1430-39

Yamada, T., Shimomae, A., Furukawa, S. & Takehara, J. (1993) Widespread distri-
bution of chlorellavirusesin Japan.
Bioscience, Biotechnology and Biochemistry 57, 733-39

Yan, X., Olson, N.H., Van Etten, J.L. & Baker, T.S. (1999) Cryoel ectron microscopy
and image reconstruction of PBCV-1, an algal viruswith T = 169 lattice symmetry.
Electron Microscopy 1, 775-76

Zhang, Y .P., Burbank, D.E. & Van Etten, J.L. (1988) Chlorellavirusesisolated in
China. Applied and Environmental Microbiology 54, 2170-73

Zhang, Y., Nelson, M., Nietfeldt, JW., Burbank, D.E. & Van Etten, J.L. (1992)
Characterization of chlorellavirus PBCV-1 CviAll restriction and modification
system. Nucleic Acids Research 20, 5351-56

Zhang, J. & Madden T.L. (1997) PowerBLAST: A new network BLAST application
for interactive or autimated sequence analysis and annotation. Genome Research 7,
649-56

52 Web-Adressen
BLAST similarity searches at the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/wblast2/cgi

CLUSTAL W service at the European Bioinformatics Institute (EBI):
http://www2.ebi.ac.uk/clustalw

GenBank Sequence Database at the National Center for Biotechnology Information
(NCBI): http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov

ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses):
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTV

TMpred at the Swiss Institute of Cancer Research (ISREC) /Swiss Institute for
Bioinformatics (1SB): http://www.isrec.isb-sib.ch/cgi-bin/ TMPRED_form_parser

World of Chlorella Viruses (Labor von J.L. Van Etten):
http://ianrwww.unl .edu/plantpath/facilities/virology/first.ntm



Anhang

91

Anhang A: Abkurzungen fir Aminosauren und Nucleotide

Internationaer Einbuchstabencode fir Nucleotide und Aminosduren

Nucleotide

Adenin
nicht A
Cytosin
nicht C
Guanin
nicht G
Goder T
A oder C
A, C G, oderT
A oder G
C oder G
Thymin
Uracil
nicht T

A oder T
Coder T
Stopcodon

*<S<CHOWIZZIXAXIOUOW>

Aminosauren

Ala
Asx
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle

Lys
Leu
Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser

Thr
Val

Trp

Tyr
Glx

*FN<XXS<AnODVOUVUZZIrX—IOMMOO®>

Alanin

Aspartat oder Asparagin
Cystein

Aspartat

Glutamat
Phenylalanin

Glycin

Histidin

Isoleucin

Lysin

Leucin

Methionin

Asparagin

Prolin

Glutamin

Arginin

Serin

Threonin

Valin

Tryptophan

beliebige Aminosdure
Tyrosin

Glutamat oder Glutamin
Ende

Reduziertes 11-Buchstaben-Alphabet der Aminosiduren (Brendel et al. 1992)

+ —
<
T

ZnrPmRr
sO T e0x=

3

O3 T 30w !
OZIT<=Z

hydrophobe Seitenketten

positiv geladene Seitenketten
negativ geladene Seitenketten
kleine Aminoséuren
Hydroxylgruppe in der Seitenkette
Amidgruppe in der Seitenkette
aromatische Seitenketten

Histidin
Methionin
Cystein
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Anhang B: Sequenzen der Hullprotein-Genfamilie

Nuclein- und Aminosaur esequenz des Genfragmentes pcr3

TCAGGAGAACCT GCCAAAGACCATAT GGAAAT CGCCTCATCCGCAAGACAAAGCCTTTTCCT
S GEPAKTI WKSAHRIKTKWPF A

GTGGAATCAAT CATACAGACCCT AGAAGGAGACGT AAACT ACGGAGGCCAAGCAACCGT G
VESI I QTLEGDVNYGGOQAT VWV

AACCTGTCTCGT TCTGGAGATTTGATATGCGCGATGATGI TTCAGGT AACAT TACAGCGT
KL S RSGDLI CGMMFOQVTL Q R

GGACCCT CTGECCCCAATGACCCCATCCCCTTCTTTCCCGT GGAGCATTTGT TTCACAGC
GPSGPNDWPI PFFPVEMHILFH S

ATAGAACT GCCCAT CGGT GGCCAGCGCATCGACTGGATTCCTCACAACT GGTTGCGCGT G
I EL RI G G QRI DWI P HNWL R V

TACGCACAAATGTACTTTAATAGCAAACAGACTGCTGCCTATACCGATATGGECTGATTTT
Y AQ MY F NS KQTAAYTDWMAD P

GGAAAT GAAAACGAAGGGCAGCAACGCACCTTCTTCCTCCCCATACCATTCTTCTTCAAT
G NENEGGQQQQRTFZFUL P11 P F F F N

CAATGGEGACT GGGGCAGGECGT TACCCCT GAT TGCCCT CCRGTATCACGAAGTAGAACT G
QWDWGRALUPLI AL XY HEV E L>

TGGATCAACTTTACACCTGCCAACGAAAT CGTGGGCATCAATCCCAATTTCTACCCCCAG
wiIl NFTWPANEI VGI NPNZFY P

ATAAGCTTGTTCGTTGATTATGCT TTCATAGACT CCCCCGAGCGCATATGGTTTGCTCAA
I S L FV DYAFI DSPERI WFACQ

AATCCCCACGAGTATCTCGT CACCCAGCTACAGT ACCAGAAGCAATCTATCATTGTTGAT
NPHEVYLVTOQLOQYQKO QSI I V D

GCTCTGACGCGCGATTACAAGATTCCCGTC
AL T RDYKI P V>

Die Sequenz von pcr3ist unter der Zugangsnummer GenBank AFO76923
eingetragen.

60
20

120
40

180
60

240
80

300
100

360
120

420
140

480
160

540
180

600
200

660
220

690
230
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Nuclein- und Aminosaur esequenz des HaupthullproteinGens ver 7 mit 5°-
und 3 -untrandatierten Bereichen

ACTAGTATGTCTAATTTCACAGGCAATAGGAT GAAAGAAATGT GGAATCAATATTTTTCG 60
TATCAATCAATCTGATAAAAT GAAAGATATAT GGGCAAATGAGATATTCAAGTATAAAAT 120
GTACTCCATTTTTGCCAGCGATGTCTATAGAAGTAAGT TGAGCTTGAAACAAATTTCTAG 180
GTTCTCAACCACGGAAGGGAAAGAAGCTGCGCGCATTTCACATAGTCATATGCGAAAATT 240
TACAGATGAAGAACT GATAATAGCAAATATCAAAT GCAATGGAAGT GTTAAAAAGATGAC 300
GGAACTTTTACAATGTGGACATACT GCTATTGATAGAGCAAAGAAACGT CTAGGTCTCTG 360
TAGACCTAGGAAAACT CCGGAAACTTCTGTAAAAT CATAGAGAAAGTCTCAGAAAATCAC 420
TAAAAACCATAGAAAAAACT CGACGT GTGTGTAAAAAT GCGT TAAAATTGAAAAAAAAAA 480

TATTTACTAAAGATATAAACAAATATGGECAGGAGCCT TGAGTCAGCTCGT TGCATACGGT 540
M A GGL S QL V AY & 12

GCCCAGGACGT TTACCT CACTGGAAATCCCCAAATCACTTTTTTCAAAACTGTATATCGC 600
AQDVY LT GNZPOQQI TFUFIKTVY R 32

CGCTACACCAACT TCGCTGTGGAGTCCATCCAGCAAACTATTAATGGATCCGTTGGITTT 660
RY TNVFAVESI QQTTI NGS SV G F 52

GGAAATAAAGT GT CTACACAAATCTCCCGTAATGGTGACCTGATAACCGACATCGTGGIT. . 720
G NKV STQI S RNUGDIWLI T DI V V 72

GAGTTCGT GCT GACCAAGCAGGGCCCCACT TTCTACTGCGCTGAGCAGCTGCTACAGGAT 780
EFVLTHKOQGPTTFYTCAERQ QLTLOQ D 92

GITGAGCTGGAGAT TGGT GGCCAGCGCATCGACAAGCACTACGCCGACTGGI TCCGCATG - 840
vV EL EI G G QRI DKHYADWFR M 112

TACGACTCCCTGI TCCGCATGGACAACGACCGT CAGAACTACCGCCGCATGACTGACTTC 900
Y DS L FRMDNDIROQQNYRIRMTD F 132

GTI' GAACGACGAGCCCGCCACCGECCGT CAAGCGTTTCTACGTGCCCCTGATCTTCTTCTTC - 960
VvV NDEPATAVKIRFYVPL I F F F 152

AACCAGACCCCCGGCCT GECCCTCCCCCTGATTGCCCTCCAGTACCACGAGGTGAAGCTT - 1020
N QTP GLALPLI AL QYHEV KL 172

TACTTCACACT GGCATCCACT GTCAACGGTATCACCCGCTGT TGAGGGECGECGCCECCGTG 1080
Y F T L ASTVNGI TAVEGSGAAV> 192

ACCGCT GTCGCTCCCCAGAT GAGCGT GT GGGT CGACTACATCTTCCTGGACACCCAGGAG 1140
T AV APQMSV WYV DY Il FL DT Q B 212

CGCACCCGCT TCGCCCAGCT GCOCCACGAGT ACCT GATCGAGCAGCTGCAGTTCACCGGC 1200
RTRFAQLUPHETYTLI EQLOQFT & 232

TCCGAGACCGCCACCCCCT CCACCACCT CTCAGT CCACCCAGAACATCCGTCTGAACTTC 1260
S ETATPSTTSQST ONI RL NF 25

AACCACCCCACCAAGT ACCT GGCCT GGAACT TCAGCAACCCCAGCCCCCTGGCATACGEC 1320
NHPTIKYLAWNZFSNZPSUPL AY & 272

CAGTACACCGCCACCGCCAACCT GACCGCCAGCTCCAACGT GCTGTATGGCGACGTGCCC 1380
QY T ATANLTASSNVL Y G DV P> 292
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9

AACACCGCCGT GT TCAACGAGGCCCTGGCCATCCTGGACT CCTCCAAGCTGCAGCTGAAC
N T AV FNZEALA AI L DS S KL QL N

GGCCAGGACCGT TTCGCCGCTCGCAAGGGCT CTTACT TCAACCAGGT CCAGCCTTTCCAG
GQDRFAARIKGSYTFNOQVOQEPF Q@

ACCATCGGECTCCCTGECTCCCTCCGGT GTGTATCTGTACTCCT TCGCACT CAAGCCCGCC
T 1 G6GSL A PSGVYLYSFALKP A

GGTCGCCAGCCCTCCGGCACATGCAACTTCTCTCGCATTGATAACGCCACTCTGICCCTC
GRQPSGTI CNFSRI DNATIL S L>

ACCTACAAGACCGCAAGCGT CAACGCCT ACGCCGCCACCGCCACCACCGCCGCCECTCTG
T Y KTASVNAYAATATTAAAL>

TACGCCAGCGAGACCGT TACCGCCAACACCGCCACTTCCCTCACTGCCCTCAACATCTAC
Y AS ETVTANTATSLTAL NI Y

GCCAAAAATTACAACGTACT TCGTATCATGT CCGGCATGGEGT GGT CTCGCATACGCCAAC
AK NY NV L RI MS GMGGL AY AN

TAAATGCTTTACTTCTTTCTTATTTTCCTTTGI TCCCTTTCTGATATGATGATGATATGA
TGTAATTTTACAATATTTCAAAACACTTTATCAAGT TTTTTGAAT

1440
312

1500
332

1560
352

1620
372

1680
392

1740
412

1800
432

1860
1920

Der Rahmen markiert eine Abfolge von Adenosinnucleotiden in der Promotorregion
des Gens. Fett gedruckte Buchstaben markieren die Sequenzen der degenerierten
Oligonucleotide. Das Stopcodon ist unterstrichen. Die Sequenz ist unter der Zu-

gangsnummer GenBank AF076921 eingetragen.
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Nuclein- und Aminosaur esequenz von ver8 mit 5°- und 3" -untrangatierten

Bereichen

TTCTGTCATTTTTCCCAAACATCTTCCCCAGCAACCAACCATAT CAGAGAAAGT CCAAAG
TTAACATAATTGCGCTGCTTTTCAGACCGACGAGT TCATTTTTAATGGTAATATATTTAA
ATGTCATTGATTTGTGCGGT GTGTGGTAAACGGGT TGACATGCTTGATTCTCTTGCCCCT
GOGACGACAAGAAAT CCTTTTGT GCAAAACACAGGCT COGAGAATACCAT GCATGCCCAA
CCTTGGAAACCAAGGGAAAGGT TCACCT TGAGAAGAT CGT TGCAGATAAAGT TAAGAATA
GACTGTGACTATATCGATAGACGT TAAAAAT CACATAAA TAAAAARAGT CATAGTAATAA

AAGCAAT CATGCCAGGT GCCATTTCTCAGCT TGTGTCATATGGTGCCCAGGATGTATACC

M P GAI S QL VSY GA QD V Y.

TCACTGGAAACCCCCAAATCACATTCTTCAAGGCAATCTATAGGAGGTACACAAACTTTG
L T GNPQI TFZFIKAI Y RRY TN P

CAATGGAAT CCATCCAGCAGT CCATGGATGGTACAACAGATTTTGGTAAGT TCCCTACAT
AMESI Q QS ™MDGTTDFGIKF P T>

GCACCATAT CACGTAAT GGAGACCT TGCAGGAGCTATTTGGAT CGAGGTAACT TTGCCAT
c TI S RNGDLAGAI WI EVTL P

CCCTTCTTGGGTATAACAT CACCCCCACTCCCCCCATTTCTCCTGGT TCGTCTACTCTCC.

s L L GYNI TPTWP®PI SP GS ST L>

AAAACGCAT CAAACGT GATGGCAAACACAAGT TTGTTTACAGATACATCTGGTAACTACT
Q NASNVMANTSLFTDT S G N Y

GGCAAACCAGAAAT GGCGCGGECATATTCTAACCT TGT TGCTGCCAACCTGAATGGTATTT
WQTRNGAAYSNLVAANLNGI>

ACTATGCCAGT GCAGACACT GCCAATATGGCAAACACTGCTGCTTATTCTGGCAACATCA
Y YASADTANMANTAAY S GN  I>

TCACATGGCCTTACATGACAT TCACCGGAAAT GGGAT GCCAAACACCCCTGCAATTTCCA
I T WP Y MTFTGNGMMPNTPAI S

ACGTGAGCATTCCCACTTCAAACCTCCGATATGTGAACGGTGT TGGTCTTGCGCTCTTCA
NV SI PTSNLIRYVNG GV GL AL P

ACTCTATTGAGCT GCAGCT TGGT GGT CAGCGCATCGATAAGCATTATTCGGAGT GGT GGG
N SI EL QL GG QR I DKMHY S E WW

ACATTTGGTCGGAGCT CACCGAGACT TCTGAGCATCT GCAAGGCTATAACCAGATGGTTG
DI WS ELTTETS STEUHLG OQGYNO QMW

GCCGGTACGATCCTGCGTACTACAATAACAAT T GCGAT GT GACT CAAGCAAGGGEGT GGGA
GRYDWPAYYNNNWDVTQARGCG

CATACTACATTCCTCTGAAGT TCTGT TACAACCT GAACCCCGGT CAGTACATGCCCCTTG
T Yyl PL KFTCYNILNWPGOQQYMP L>

TGECTCTGAGI TATCACGATCTCAAGCTCAACTTTGACATCAATAATTATCTCAACTGTG
vV AL SYHDULIKILNZFUDI NNYL NOC

60
120
180
240
300
360

420
.17

480
37

540
57

600
77

660
97

720
117

780
137

840
157

900
177

960
197

1020
217

1080
237

1140
257

1200
277

1260
297
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TCCGGTGCAATTATCCCGT GACGAGTCTGACTTCTATGGT TGGT TCCAACCCTCTGAGTA
VR CNYPVTSLTSMVGSNUPL S

TCTCTAACTTCAAGT TGTACTGCGATTACATTTTCCTTGATGCCCCT GAGCGCAT TAGGA
I S NF KL Y CDY 1l FL DAPEIRI PR

TGTCCGAGATTCAGCAT GAATATCT GGT GACACAGCT CCAGT GGCAGGGT TCTGAACCGG
MSEI QHEYLVTOQLOQWOQGS E P>

TGACTGCCCCTAGT GCGCCTAAT GGCACGACAAACCGCGAAATTCACCCTGAATTTCAACC
v T A PSS APNGTTNRIKFTL NF N

ACCCCGT CAAGTGTCTTATTATAGCATAT CAGGCT GCCAGCTCATACGAACAAGGTGATG
HPVKCLI I AYQAASSYEIQG D

CTGTGAATGGCAACGATATCTTCAACTATCAAATACCAGGECGATGATGACGCTGAGATTA
AV NGNUDI F NY QI P G DUDDAE  I>

TTGAGITCCATGACTCTGCT CATCAACGGAAGCGAGCGT TTCTCTGCGCGCCCTGGTGCCT
I ES MTL LI NGSERFSARUPGA

ATTTCCGTCTTGI CCAGCCCT ATCAGCACAGT CTGCGCACCCCCTCCAAGAGTATCTATC
Y FRL VQFPYQHSLRTWPSK S I Y

TGTATTCCTTTGCCCTAGAGGACAT TGACT CCAAGCAGCCCAATGGCAGI GCCAACTTTA
LY S F AL EDI DSKIOQPNUGSA AN P

CCCGT TACGACT CTGCCCAGCT CCAGATGGT TCTCAACCCCAACT TGCCCTCCGGTCGT T
T RYDSAQL QMVLNWPNLUPS G PR

TCCAGATTTATGCGCCCAATTACAACAT TCTACGCGT GGCAGCAGGTATAGGECGGTCTCG
F QI YAPNYNI L RVAAGI GG L>

CATTTGCGAACTAATTTAGTACTCATCCTCGCTGT CAGACACCT CCTCGCCGCGCECCT T
A F A N

CCGCATCTTCCGTGACT TAGCAGCGTTGCTTCTTTTCTTGACGAGT CAACTCCCGCTTCT.

CTTCCTTTACCTTGI GGGT GT TACCAAGAGCAT CAGGGTACTCGGTCTCCCGCTTGAGCT

1320
317

1380
337

1440
357

1500
377

1560
397

1620
417

1680
437

1740
457

1800
477

1860
497

1920
517

1980
521

2040
2160

Der Rahmen markiert eine Abfolge von Adenosinnucleotiden in der Promotorregion
des Gens. Fett gedruckte Buchstaben markieren die Sequenzen der degenerierten
Oligonucleotide. Das Stopcodon ist unterstrichen. Die Sequenz ist unter der Zu-

gangsnummer GenBank AF076922 eingetragen.
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